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Composition £lcmentaire des etres vivants 


Li determination des elements constitute de la mati&re vivaute, premier pm 
d ans La eortnaissance de sa structure chimique, relfeve de r analyse dkmentaire 
qualitative et quantitative dont ies operations sont g<£n6raletnent r£alis£es en deux 
temps. 

Le premier a pour but de ddtruire Ies structures organiques covalentes pour 
amener les elements i F£tat de combinaisons ionisables. C'est une mineralisation, 
r6alb6e par voie s&chc ou par vote humtde : mineralisation en presence d T oxyde 
cuivrique anhydre el d’osygdoe, indn£rations t mineralisations sulfurique, sulfo- 
nitriquc T pcrchlorique, etc. 

Le second consiste k caract^rber puis k doser ks composes nun^raux formas. 

Pour de nombreux elements qui me sont presents dans la matiire vivaute qu'k 
Fetat de traces, ce deimeme temps necessite 1’utilrsation de techniques analytiques, 
sensibles et specitlques, generalement instrumental ts (colorimctrie, Rpeclropho tome- 
trie J 'emission atomique, spectropbotomelrie d’absGrption alomique). 


I. LA REPARTITION DES ELEMENTS DANS LA MATlfiRE 
VrVANTE 


A litre d’exemple, le tableau I (voir p, 2) prtsente la repartition quantitative 
des principaux elements dans un orgamsme v^g^tal, la Juzeme, et dans un organisme 
animal, le corps humarn, ainsi qua des comparaisons avec le monde inerte 
envi-rormanl (lithosphere + atmosphere +■ hydrosphere). 

L’examen de ce tableau perraet de degager certames conclusions : 

— Les elements de la mature vivante sunt ecus du monde inerte, mats seuts Its 
plus Mgen stmt bien repr£senc£s et leur repartition est tnfes diffe rente de Leur 
distribution dans le monde environnant. 

Les quatre £ laments C, H> O, N, repr6sentent environ 95 % de la mature 
vivaute alors que les elements O, Si, AL representent plus de 80 %, C moms de 1 % et 
N environ 0,03 % dw monde inerte. 

— Les tldments presents peuvent itre rgp&rtis en deux groupes. Les ooze 
£]£ments : C, H, O, N, S, P, Cl, Na, K, Ca, Mg qui constituent plus de 99 % des 
organisms sont qualifies d 'iUmetm majeurs m mmro-iiitmms ou encore d Wments 
ptastiques car Us partrdpent it la construction des Ctrcs vivants. Les autres dkments. 


eria 



2 BJOCHIMIE STRUCTURAL 


tsh Fe, 1, Zn, Mn, etc, que la matiere vjvante renter me de permanents, mais 
settlement A Fetal de traces, sont les oiigoelements, deal le role est essentiellemect 
catalytique. 


Tableau I- Composition £Mmentaire de la malicrc vjvante. 


Elements 

Matifcre vivante 
animate 
(corps tiumain) 
(grammes par 100 g) 
i*fo) 

Mature vivanle 
vegitale 

{Luzerne enlifere 
fralche) 

m 

LithospMre 
+■ hydrosphere 

4- atmosphere 

<*> 

O 

62 M 

77,30 

SO 

c 

19,17 

11,10 

0,2 

H 

9,11 

9,51 

li 

N ,, 

5,14 

0,825 

0,03 

S 

0,64 

0,108 

0,1 

P 

0,63 

0,706 

0,1 

Cl ................... 

0,18 

0,07 

0,2 

Na 

0,26 

0,039 

2,4 

K - s a b t I t b s s s a ■ -r i r r s 

0,22 

0,226 

2,3 

Ca 

1,18 

0,58 

3,2 

Mg 

0,04 

0,08 

2 

F ........... 

0,009 

— 

0,1 

Fe , 

0,005 

0,002 7 

4 

iS] a a i a 4. J i. .a c ■. a - a a. a , a. . 1 . * « m 

0,004 

0,009 3 

25,8 

Zfl 

0,002 5 

0,000 35 


Al 

0,001 

0,002 5 

7 3 

CU fiis+ + + + +sa-B# + + + + -fc 

0,000 4 

0,000 25 


Mn 

0,000 1 

0,000 36 

0.08 

1 

0,000 1 

0,000 002 



ii. les Elements majeubs 


A* Caracteristiques g£nerales el repartition 

1. LES £l£mENT$ CARBONE, HYDROGfiNE, OXYOfeNE, AZOTE 

Le carbone est Fel£ mem Le plus abend ant de la malicrc seche {environ 50 %) et 
son taux est en g£n£ral plus £lev6 dans les tissus animaux que dans les tissus vggdtaux. 
La primaute du carbone tient a sa structure elect ronique (p. 7} qui l«jj permet de 
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s'unir ind^fini merit I lui-rneme, pour const ituer des chaines, des cycles on des 
reseaux qui sont les bases architect males de la maticre vivante, et de s’unir aux 
elements H, O t N pour former des groupements foncticmnels dont (’assemblage 
conduit li une infinite de composes : les constittiants organiques. 

Le carbone est dgalement essentiel sous forme minerals ; le dioxyde de 
carbone (ou ses diriv^s HCOj et COf“ ) est non sculemcnt Fun des tenues des 

reactions de degradation, mats egalemeot le point de depart de syntheses, de matiere 
incite on vivante, utilise par de no mb re ux organismes. Dans F atmosphere (0,03 % en 
volume) iJ represents une reserve qui tamponne les variations des ^changes entre les 
£tres vivants. 

L 'hydrogtae et roxygtat sont abondants par l'interm£diaire de kur combinai- 
son : teau. De plus, ces deux elements se retrouvent associes dans presque tons les 
composes organiques. II en finite que Foxyglne, compte tenu de sa masse 
atomique, cst Foment le plus abondant de la matitre vivaute non d&hydratie 
(60% et plus). Far centre Fhydrogine est F£L6meut le mieux reprdsentd. Aiitsi 
100 atomes d'hydrogfcne correspondent h environ 50 a 60 atonies de earbone et & 
environ 25 attunes d’oxyg£ne. 

L*amte f quatrifeme Element essential, est peut-0tre le plus caracteristiqne des 
etres vivants, chez lesquels it constitue les principal es structures. Son tuux, qui 
deineure ce pendant de vateur tr£s moyenne (115 %), eat plus dlev6 dans les tlssus 
animaux que dans les tissus veggtaux riches en substances hydrocarbonees. L "azole 
molicuiaire N 3 , pen idactif, ne participe gufere aux processus biologiques sauf chez les 
batteries fixat rices tfazote, symbiotiques cut non (genres Rhizobium t Chsmdmm, 
Azoiobacier, etc.). II en est de m£me de ses ddiw^s oxyg£n6s t 1£ encore avec des 
exceptions (baettries de La nitrification, b act £ ties d6tiitrifiantes, premiers stades du 
me ta bo I is me azote des vegetaux). Ce sont les derives reduils hydrogenes (amines, 
t mines? amides) et les hidroeydes mads qui prdsentent te plus d'infordt en 
biochimie. 


9 

H 

o 

Y 


Pyrrole 


n 




Pyridine Pyridazine 



IMmle Ihiuclf 


PyritakBnt Pymeine 




L'etude des combinaisons organiques de ces quatre elements constitue la partie 
essentielle de la biochimie struct urale. 
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2. les Elements soufre et phosphore 

Le soufre et Le phosphore sont universellemenl kpandus. 31s sont presents i la 
fois sous forme de sels min£ranx et sous forme de combinaisons organiques , la 
distinction devenant parfois difficile 

a. Le phosphore 

La teneur chez les v£g£taux varie selon les esp&ces, les organes et Les sols : 
abondam dans les grames, en particuJter dans les edrdales (degree et gemie), le 
phosphore est en quantity assez faible dans les feuilles, Cites les animaux, cet 
demerit a Petat de phosphate calcique oonstitue la plus grande partie tfu squelette des 
Vertebras, mats e’est dgalement sous forme de sels solubles et de combinaisons 
organiques un constituant des cellules et des humeurs. 

Prepare La premibre fois h partir de Purine, puis des os, cet 6kmcnt presents un 
interet biochi mique tout particular par ses derives, L T intervention des composes 
phosphorus solubles dans les processus biologiques correspond pratiquement am 
trois quarts du domains biochimique. Os composes derivent du pentaoxyde de 
phosphore P £ O s et ^ aucun moment ils ne subissent des plknonknes d'oxydo- 

rdduction. Les plus important sont Iks i. 1’acide ortho phosp ho rique H^FO*; 
cependant les derives de L'acide nktaphosphorique HP0 3 sont presents chez les 
bact£ries. Ce sent : 

— Les o-pho$phxte$ - Les trois aeiditds de Pacide o-phosphorique sont de 
forces trCs d if fe rentes (1) (pK, 2 t pK 2 6,8, pK 3 1 1,7 J et sc manifested successive- 

men! (ApK > 4) . La premiere aridity, forte, ne pr£sente gikre d'intirSt ear elk est 
totijours dissocke dans le domaine de pH compatible avec la vie. La seconde est 
faible et const it ue avec les bases fortes un $yst£me tampon (p. 34 ) important : mono 
et d thy drog£ nophosphate 

HjPO; ptHPO^- + JT 

La troiskme aciditd, tr£s faible, tou jours fibre, intervient dans Les associations de 
molecules d’acide phosphorique eutre elles ou avec des composes organiques. Les 
products aJnsi fomks sont done fortement acides, souvent meme kgfirement plus que 
Pacide phosphorique lui-mSme (pK plus faibks) et la combinaison ou la mise en 
liberty de cette trois^tne function acide ifentraine pas de variations importantes du 
pH. 

— Les poij'pbospbates - Ils resultent de la condensation avec elimination d’eau 
de plusieurs molecules decide o-phosphorique. 

Exemples : Diphosphate ou pyrophosphate et ses d^rivds (esters)* 



(1) La justification de ces luiioiu est ckvcloppit i propon de I’ioniMiion dej MMUto-acidei 
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Pour simplifier f^criture , le groupement : — p^o 

cr 

sera ultgrieurement reprise nte par te symbole ® en ncgligeant I’ionisation, Le 
pyrophosphate correspond alors k la formula schemati^ue 0—O-© ou plus 
^implement 0—0, 

Triphosphate et ses d6riv6s 


*r r r 

(Lr~ o— p-o— 

6 - o o- 


qui, avec ime approximation supplemental re, peuvent etre schematises 


©— 0^©— O— ® ou 0^@_® 


— Les d£dv£$ orgwlqms de facide phosphorique, eomprenant : 

• Des esters - Monoesters, Le plus solvent de fonct ion alcool primaLre. 

r— CK jO— © ™ r— o— ® 


— Diesters - L’adde phosphorique, qui ne conserve plus alors qne son acidity 
la plus forte sert de trait d’umon a deux groupements orgaokpes et participe ainsi & la 
structure du compost. 


R — O 



O R 

/ 


— Les triesters* toxiques* ne sont pas rencontres a fetat nature!. 

* Des esters pbospboriques d’ touts ott 6nolpbospltates 

CH, 

u 

R-^C-0^© 

* Des anhydrides rotates d’aride phosphorique et d’acide carboxylique ou 
acylphosphates 



Hr — C — 0 — C 


* Des anudine-pbosphates 

T 

R — C — NH— © 

Parmi ccs composes (acides polyphosphoriques, d6riv£s organiques) certains 
pitscmcnt unc propriiSte remarquable, L* hydrolyse de tear liaison phosphate 
s' accompagne de la liberation d'une quantity importante d’6nergje T 30 kJ/mol et plus, 
C T est une liaison a haul poteniiel d’ hydrolyse (a enthalpie libre d' hydrolyse fortement 
negative) et le compost est qnal ifi£ de « compose riche era ioergfe *. Cette notion* 
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qui sera developpec Lois de Fdtude do metabolisms est cJ'uru; irtiponanoe fondumen- 
tale en biochimie. 

L'acide o-phosphorique poss£de done dsns [’organisms une function triple : 
ptmique (phosphate calcique), structural? (liaison diester), inergitique (composes 
rights en Anergic), De plus ii tamponne Le mMieu celMaire. 

b. Le soufre 

II est plus abundant chez Its ammaux que chez les vdgdiaux dans lesquels 
toutefoix sa teneur peut egaler et meme ddpasser cdle du pbosphore. 

* Le soufre minimi cxiste a Fetat libra chez certaines bacteria : bactiries 
su If meuses pigmentees (TWorhcMicsbactiriaeies, Chtorobactdriaodcs) on incolores 
(Th id e u cob a etc ri a ede s ) - A Fdtat combine on le rencontre sous diffdrentes formes 
chez les etres vivants : 

’ — sulfure d'hydrogene (baetdries snlfureuses et produits de fermentations 
anadrobies) ; 

— thiosulfate (bacidries, traces dans I 1 urine) ; 

— sulfate (forme la plus abondante du soufre mineral) ; 

— thiocyanate (dans certaines sdcrdtkms, salive par exc topic)* 

• Le soufre organique sc presente sous des formes tfds diverses. Les thiols ou 
mercaptatis R—SH, les suljures R— S— R r et les disulpres R— S— $— R\ facile me nt 
convertibles les uns dans les autres, sont frequents dans les composes protdlques qui 
renferment la fraction la plus importante du soufre organique. Les esters suljuriques 
HSCL— O— R correspondent k I'd tat du soufre glucidique et lipklique, ainsi qu’l une 

forme d 'elimination urinairc de di verses substances toxiques ou physiologiques, Dans 
ee dernier cas* Festdrification prend alors le nom de sulfo-conjugaison* D’autres 
fonnes mums rdpandues existent chez les vdgdtaux et constituent, en particular, Les 
produits odorifo rants d’essences vdgetaJes (moutarde, girofMe s ail, etc.). 

Les autres elements majeurs, Cl, Na, K, Ca et Mg, presents dans la matidre 
vivante sous forme mini rale esse ntie lie tnem, seront etudies avec les consthuants 
mindraux. 


B* Liaisons entre les Elements 

Les diverges molecules qui constituent pondera lenient I’essentieJ de la mature 
vivante results nt de Fassemblage des a tomes des elements pr£cddemnietit dtndids. 11 
esi done ndeessaire de prdciser certaines donndes relatives k fours modes de liaison. 
Ces Jounces ne s'appliquent pas scu foment k ces six dldments, mais, pour simplifier 
et limiter les developpements, e’est avant tout a propos de ceux-ci et en particulier 
des dldments C, H, 0 et N, qtie seront explicit des ces notions. 

1. LA CONFIGURATION ELECTRON IQUE DES ELEMENTS 

Bien qu’indisccmablcs les uns des autres, les Electrons sont repartis dans Fespace 
pdrinueleain; de chaquc atome sefoii un ordre defini en fooetiwi de leur dtat etiergetique 
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earacrtnse pax quatre nombres quantiques : nombre quantique principal n, nombre quantique 
sccondainc tni azimutal /, nombre quantique magndtiquc m, qui rlc pcuvcnt prendre que des 
vaieurs entiftes bien precises, eofin nombre quantique de spin s qui est Egal & + on - 1/2- 
La repartition des electrons autour du noyau, appelie configuration ikdmnique de 
t'iliment, pent ainsi filre reprEsenkc i I’aide de touches (K, L, M f N...), de sous-couchcs (s, 
p, d, f) et dc cases, chscune correspondent a un niveau EnergEtique prEris et statiounaiie. 


Element 

Nurture 

atomique 

Couchc 

K 

Couche L 

Couche M 


1 s 

2 s 

2p 

3 s 

Jp 

3 d 

H 

I 

m 

ED 





€ 

6 

ed 

unH 






o 





H 

7 

|t M 

innni 






rrn 

o 





O 

£ 

iiainni 






rrn 

H ll 


rrn 



S 

16 


muu 





i 

__ ^ 



Cette stratification dans la repartition resuite du fait que les niveaux EnergEti- 
ques qui sont susceptibles d’etre occupy par un Electron m sent pas qudeonques et 
continue mais constituent tine sErie discontinue. On dit qu T ils sont quantifies et ks 
Changes d'Energie entre des Electrons et ie milieu extErieur ne peuvetit se fair® q«e 
par quanta d'Energic qui sont des multiples entiers du quantum caracteristique d’un 
Electron dans un Anient donnE* 

De meme, les Echanges EnergEtiques des atomes, gains ou perres, sont 
quantifies, Un a to me est dans son etat fundamental lorsqu’il n f a eminagasinE aucun 
quantum d’Energie. Cet etat d’Energte minimum est stable. Au coniraire les imts 
excites, qui correspondent a un gain d’energie, par 1'atome, en liaison avec un 
remanie merit de la configuration Electro tuque, sont instables, de durEe de vie frts 
brtve. Le retour h I’Etat fondamentaJ stable s’accompague d’une restitution de 
I'Encrgie. 

2. LES ORBITALES ATOMIQUES 

Dans un atome T chaque electron, bien que ponctuel, est en fait Equivalent a un 
* rniage ilectronique * dont la repartition dans I’espace est dEtenninEe statistique- 
ment par une fonclion roathEmatique appelEe function d'onde qui depend du temps. 
Chaque Electron pent done thEoriqucmcnt occuper tout J espacc entourant le noyau, 
avec une probability de presence plus ou moins grande (fig. 1.1). 

Si fon Marine les zones de faible probability de presence pour se limiter & 
Ikspace dans lequel la probability de prEsence est par exemple de 95 %, les calculs 
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a) OrbLlaies s el p tie I'aTOiBC «3' hydroji*- 

OftMUle 2 s 


Oibit*k 

1 5 


Prt>babiLil4 


ocbLiak 1 s 


r„ m 0,53 A. 


Frotubilini 


*> Orbital*? p d'un aiflma polysflectroniquc 


OrtnLflle 2 py 
z 


T 


y 


pi 



a 



y 


Figure 1.1 Orbilales atoniques. 


permettent de determiner pour l 3 £lectron con$td£r£ un volume continu appel£ 
orbitale atomique (fig. 1.1). 

Chaque orbitale poss^de un niveau 6nerg£tique d£fhi t qui croSt au fur et k 
mesure que ]'oo s’eloigne du noyau el depend des trots nombres quant iques n f let m. 
Sa forme est li£e essentiellement au nombre quantique secondaire / et V on parle done 
d’orbitales s (f = 0) f d + orb dales p (/ = i), d'orbitaJes d (/ = 2) T etc. 

Toutc orbitale peut contcnir au maximun deux electrons de spins opposes. Si 
un seul electron est present . il est dit cilibatairc et il y a alors possibility de eouplage 


Tiqht 


Tli 


>rial 



COMPOSITION tllMEOTAlRE DES EWt$ WANTS 9 


avec un second electron de spin oppose pour former une pairs ou doublet. Si 
rofbifate nk$l pas pourvuc dklectron, eiic est tkclaikc vacante. 

L’orbilaJe est done lkquivalem dans res pace de la ease rit6e pr£c£deinnient t sa 
forme et ses dimensions dependent de la s£rie (s* p + d) et tie I'atome envisage (H< C, 

O.,.). 

— Cm de t’atoiw d’hfdrogtoe - Cest le cas k plus simple puisqu’il n’y a qu’un 
seul electron (fig. 1.1). 

* Les orbitaks s (n = l„ / = 0, m » 0) sont reprtsentdes par des spheres 
coucentriques centres sur le noyau et dont le rayon vane sensiMement comme 

n\ Lorsque l'atome est dans son £tat fondamental I 'Electron oocupe l orbitale 1 s, les 
autres orbitaks, 2 s T 3 $ mais aussi 2 p r etc. ne sont occupies que dans les £tats 
excites. 

* Les orbitaks p (u = 2, f - 1, m — -1 T 0 ou 1) sont au nombre de trois 
correspondant aux trois valcurs de m. Chacune est constitute par deux spheres de 
mime rayon, tangentes a Forigme, centimes sur les axes d un trkdre trirectangle et 
dirigies suivant les trois axes. Elies possident done un caractfere directionnel 
(fig. 1.1). 

* Les orbitaks d’ordrt supfrieur d, f, ne secant pas envisage es id. 

— Cm des monies po/ytffec t roniques (C, N, O, etc.). 

Les calculs sont plus complexes et niccssitcm des approximations car pour 
cheque electron 11 faut tenir compte de I" influence des autres electrons de l’atome. 

* Lea orbitaks s conservent leur sy metric sphirique. 

■ Les orbitaks p ne sont plus des spheres, mais des lobes plus ou morns dtirds 
pour lesquek le caractfere direclioitnel subsist®, 

3, LA LIAISON COVALENTE 

II est habitue! de considerer plusteurs types de liaisons chimiques : la liaison 
ionique on dlectrovalente, la liaison covalent® (covalence vraie et liaison donneur- 
accepteur) et la liaison nktallique qui ne pr£sente pas ici dintdret particulier. En fait 
cette classification est sch£matkpe et n s a qu'une portge limrke. 

Dans tous les cas la liaison entre les atomes resulte d’une modification des 
configurations dectroniques Ike a un abaissement de L’doergie du systgme et par 
suite k une plus grande stability Les forces de cohesion sont de nature eiectrostati- 
que : forces d ’attraction et forces de repulsion ooulombiennes entre les d if fe rents 
Electrons et les different noyau x. 

a. Definition et caract£ristiques g£n£ntes 

L'dtude sera limike au cas g£rkral des liaisons k deux Electrons en nigHgeani, 
par adieu rs, les effets dus aux atomes autres que ceux participant h la liaison. 

La liaison covalente, dite encore homopolaire , est ikalisee par la mi$e en 
comiDun entre deux atomes d’une pane d'dlectrons constituant le doublet de liaison. 
Elle correspond k la liaison chimique type et pr£sentc ccrtaincs caradkristiques : 

— Elk est dirigie. La constitution du doublet de liaison h partir d Electrons 
p^riphdriques c£libataires des atomes se fait selon le prindpe du recouvrement 
maximum des orbitaks atomiques participant h la liaison, IJ y a done orientation des 
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atomes ; de la I'origine de la structure spat iak des molecules dont L’etude constitue la 
siereochimie, Lc doublet de liaison se localise sur une orbital? molieulatre englobant 
les deux atomes dont kg images elcctroniqucs sont interp6n6trd$. L originc dcs 
Electrons du doublet est indiscemablc et cebii-ci est partagg par les deux atomes, 

— Elk est spccifique. En ce sens que ses caracteristiques g£om£triques et 
dneTg^tiqucs ainsi que sa pobritd dependent de la nature des atonies qtu la 
constituent (tableau II). 

— Elk dcmnc lieu a un phinomine de saturation. Chaque Electron cdlibataire 
ne pent partidper a la formation que d’un seal doublet. 

— Elk est fixe. La longueur et Jknergk de chaque type de covalence soul 
definies et mdependantes du milieu (tableau II). C'est une liaison forte, stable 
(toergie de Pordre de 200 k 400 kj/mol). 

Enfin, k nombre d’ekctrons cclibataires qu un atome peut mettre en commun 
pour cons timer des doublets et aequdrir une configuration stable de gaz rare 
represente sa covakme ou valence plus simpkment. Ex, : 1 pour L'hydrogene ; 2 
pour i’oxyg£ne. 

Tableau II. Carackfistiques des principals liaisons covelentes (1). 


Liaison 

Longueur 
(pm) (2) 

EncTgk 

(kJ/mol) 

A Electro- 
nigacivite 
des 

elements 

Polarik 
(moment 
de liaison) 

0>) 

C — H 

109 

414 

0,4 

0*1 

O — H 

% 

460 

1.4 

U 

N — H 

102 

351 

0,9 

U 

S — H 

135 

359 

0,4 

0,7 

C — N 

148,7 

205 

0*5 

0,5 

C-0 

143 

351 

1 

0 $ 

C - 0 

123 

727 

1 

2 S 4 

C— C 

154.1 

368 

0 

— 

C = C 

133.7 

614 

© 

— 

O” O 

147 

146 

© 

— • 


b. Liaison homoalomique on bontomideaire 

Dans ce cas, les deux atomes qui participent k la liaison sont identiques com me 
par example dans la molecule d' hydrogene H— H ou Hi 

La variation de l^nergic poteittielle du systdme constitue par les deux atomes 
d'hydrogene (2 Electrons 4- 2 protons) en ftmction de la distance i ntemuckaire 

f 1 1 Ln yateuTs dMifiies wmi tin rmjy en lies ear dies dependent ilu winpinf envisage (in^ncnu des outres 
liaisons), 

(2) Un pixjomilre (pm) cd i 10 11 m. 
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(fig. 1.2) pcrmet de constate r L’existence d’un minimum trfes accuse pour la valeur 
d = 74 pm, ce qui correspond a un equilibre stable pour rddificc mol^culairc 


«) Orb it ale nnllnLliire v (i) 


H 



it 

(S3 pm) 


H 





x 


1 



£ 


figure 1.2 Orbitales molcculaifqs,, 


On appelte longueur de la liaison la distance des noyaux des a tomes dans La 
molecule, eLle est ici de 74 pm. ElLe represente la sornme des rayons de covalence de 
chaque atome. 


Copyrighted material 



12 BK3CHIME STRUCTURAL^ 


On appelle inergie de la liaison La quantile dPenergic qu’il faut foumir poor 
rornpre la liaison et dloigner les deux atomes ; soit dans k cas de la molecule 
H 2 , 460 kJ/moL En fait Fenergk prapre de la liaison n'est que de 430 kJ/mol, te 

complement correspond & Iknergie resultant des vibrations des noyaux de la 
mokcule autour de leur position d'6quiltbre, 

Pour cette distance il y a recouvreraent des orbitales atomiques 1 s de chaque 
atome (fig, 1.2) et formation d’une orbitals moliculairs dans laquelle la density 
yicetronique est particulkrement important entre les noyaux sur la ligne qui les 
joint. 

Le nuage £lectronique resultant est de revolution autour de la droite des 
noyaux, offrant une possibility de Libre rotation. La liaison axial? est appelie liaison a 
et les electrons dm doublet sont qualifies d 'ikclrow o* 

Cette tube en commun entre les deux atomes conduit chaque Electron a 
occuper la place vacantc dans la case 1 s de I 'autre atome. La structure obtemie est 
ceUe de r helium pour lequei la couche K est satur£e. 

L*orbltak mokculaire u ainsi formde aboutit k une structure mokcuLaire 
H 2 plus stable que tfest la structure atomique 2 H. Cette orbitale est dite lumte* Par 

suite du prtneipe de conservation de Lknergie totale du systtme* il faut admettre 
Fexistence d une autre orbitale moleculaire d’energie supdrieure T egakment de 
sy metric ax i ale, appdee orbitale mtilimte et no tee a*. 

Elle ne pent s 'observer que lorsque la molecule est excitee, par exemple, par 
des rayons ultraviolets. 

One liaison u ayant le memo caraettre axial peut egalement results r du 
recouvre merit de deux orbitales atomiques p (fig. 1.2). 

La formation d’une double Liaison. comme dans la molecule d'oxygene 
0=0 > par exemple, necessite le cou plage de deux electrons 2 p celibataires situes 
dans deux orbitales atomiques para licks. Le reeouvrement est eelte fois lateral, 
F orbitale moleculaire liante est constitute par deux volumes situes. de part el d ’autre 
du plan P, interdisant La 3 i b re rotation (fig. 1 .2). Cette liaison hi feral? est dite iiaistm it 
et les electrons du doublet appeks electrons i, 

De menie que pour la liaison u (s ou p), U existe pour la Liaison it la 
correspondance avec une orbitale mokculaire anti liante ir* . 

Cette liaison it presente des caracteristiques en particulicr dncrgCtiqucs 
diffe rentes de celles de la liaison a. Elk est mo ins stable, son £nergie est phis faible 
(tableau II ; comparaison des energies des liaisons C — C et C=iC). 

La liaison ft est le type de la liaison simple et I'on considyrcra qu'unc double 
liaison correspond a F association d’une liaison ir et d’une liaison a. 

c. Liaison h£teroatomique ou hvteronuckaire 

Dans ce cas, les deux atomes qui participent k la formation du doublet de 
liaison sont differents. 

— En premier lieu, il faut distinguer la liaison covalent? vmie, dans laquelk le 
doublet de liaison est forme par uit electron cclibataire du premier atome associe k un 
electron celibafaire du second^ de la liaison de coordination ou donncur-acccpteur 
dans laquelle le doublet ylectronique est fourni par un atome, le donneur, k I 'autre ou 
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accepteur ; ce qui impose certaines conditions, doublet libre pour l'un, orbitale 
vacante pout r autre. Ce type de liaison est de mime nature et possdde Its mimes 
propriitis que la Liaison covakute* 

Bn snpposant le doublet c£d£ partagtj, il y a localisation d’une charge positive 
sur le donneur et d’une chaise negative stir Facoepteur. 

Exemples : 

covalence 


o : + 2 xh - o ' x 0 u o£[! 

- 3< ri ri 


N': + 3xii 


, h H H 

N x H twaN-H 
,xH X H 


donneur-accepteur 


K ^ 

H-Nl + H* - H— N— H* 


eu Nil; 


Lcs mtcanismes de formation sent done diffe rents mats au sein des molecules la 
distinction n’est plus possible* 

— En second lieu la nature dilferente des atonies participant k La liaison 
i nfl uence la repartition Electronique . 

Dans une liaison homonucMaire comme H— H, le image Electron! que est 
distribue sy me trique merit et le doublet <r a une probability de presence maximale 
sensibleniem au centre de cette liaison. 

Par centre, dans les liaisons O— H, H— H ou encore dans la molecule HO, la 
syntetne n ’exists plus. Leg deux ytemenU out des atomes de failles differentes et 
n’ont pas la m£me affinity pour lcs Electrons, tears yiectroitegativitys different, Le 
doublet tr subit alors un teger displacement pour se rapprocher de I'atome le plus 
electrondgatil, ce qui va engetidrer unc dissyntetrie dans ia distribution dcs charges* 
Lament le plus yiectroitegatiF porte tine charge partielle negative, Fautre une 
charge partkJk positive* La liaison est dite polaire et elk est caractyrisye par un 
moment dipolaire permanent, produif de la charge netfe des atomes par la distance 
qui les s£pare. Ge moment sera d’autant plus important que la difference d’yiectrony- 
gativite des atomes sera plus grande* 

Exemples d f y lectronegativites seion Pauling (le principc de cateul et les unites 
tie scrom pas envisages ici) : 

H 2,1 

C 2,5 Tti O 3,5 
Ni 0,9 F 2,1 S2J 03 

K 0.5 

^ins une molecule, coniine dam une liaison, par smite des dcplacements 
jfmielN des Electrons la repartition des charges n'est pas invariable am coms du 
eCi^ps, 11 en tesulte au contraire des dissymytries de charges au cours du temps, et par 
suite un car acts re dipolaire instantane, II existe done dans tous les cas un moment 
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dipolaire instantane qui oscille avee une frEquence propre caractEristiquc. SeuLe la 
valeur moyeane du moment dipolaire est nule. 

line molecule ou une liaison, dEpoumie de moment dipolaire permanent et 
placEe d ans un champ electrique crEE par exemple par un ion ou lm dipole 
permanent, acquiert un moment dipoUdre mduii liE m dEplaoement des charges sous 
FiiiOuence du champ Electrique. La valeur de ce moment dipolaire induit depend k k 
fois du champ electrique et de la nature de la liaison que Ton caractErise par un 
coefficient de polarisahilite. 

Cette pokritE, importante en btocltifitie pour les liaisons N—H, 0=H S C=0 
(tableau 11} Etablit une transition entre k liaison covalente pure et ia liaison 
Electrovalente. Doit les schemas : 

*- i* 

H— »— It — O, — H O: H* 

Lkirstfft uhvilcnk'- LiaiiuO UDvilcCrie Ljjisoo dJettFO , *aJcRle 
pntabre 

Ainsi de nombreuses liaisons covalentes presentent un caractere polaire (on dit 
encore un pourcentage d 'Electro valence ou de forme ionique) qui scion les conditions 
de milieu et Finfluence des aittres atomes de la molEcule pourra devenir ionique 
(Ex. ; HO gazeux et H + Q _ en solution aqueuse) et qui* de toute faqon* augmcntera 
k mobilite de Fatome. Inve rse merit toute liaison ionique tend par neutralisation 
particlie des charges vers un certain pourcentage de covalence. 

d. Hybridation des orb (tales 

L'atome de carbone, dans son Elat fonda mental, prEsenle deux Electrons 
ctlibaLaiTCH situEs dans deux des trois orbi tales 2 p, II devcait done m eotnporter 
comme divalent et donner lieu i la for ma tion de composes Ids que CH a ou G^C, 

Ces composEs done la couche pEriphErique porterait six Electrons ne son! pas 
stables. De plus, k tetravalence du carbone est un fondement de k chimie organique, 
et le plus simple des carbures d'hydrogEne, le mEthane CH 4 , renferme quatre liaisons 

C— H totalement equvvalentes, 

II faut done concevoir que Fatome de carbone offre pour k formation de la 
molecule quatre orbit ales atomiques ideiitiques Tcnfcrtnant chacunc un Electron 
celibataire. Ces orbitales son! dirigees selon les quatre axes d'un tECraEdre rEgulier 
domt k carbonc occupe le centre. De k rEsulte Fimage du car bone t&tra&drique qui est 
une construction sans existence re die. 

On mterprEte ce rEsultat en admettant que les quatre orbitales ne sont pas des 
orbitales atotniques pores, mats qifelies rEsultent d'un rE arrangement ou hybridation 
de Forhitale 2 s et des trots orbitales 2 p pour former quatre orbitales Equivalences 
notees sp 3 contenant chacune un Electron celibataire et formant entre elles des 
angles de J09‘28* (% L3), 

Cette niEme structure hybride sp 3 se retrouve dans k liaison simple 
C — C de la molEcule d'Ethane par exemple. Les liaisons C — C et C — H soot dans 
to us les cas dies liais ons axiales du type u. Elies offrent une possibility de Libre 
rotation d’un atome do carbone par rapport a Fautre s d'oii une infuiitE de 
conformations cones pon dam k des Energies molEculaires lEgErement diffEtentes. 
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Hybridation sp 3 



Hybridation sp 2 




L pi 




Edtiis 


Hybridation sp ; du carbone 



frhyltiu: 



Conformal inns (bbrc million) 



i 

i 


Con Form* bon plane 


Figure 1+3 Hybridation den urbilaJeS de J’aSOrtie tie Carbone (echiriJen non ies[tocttoj, 
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La molecule d'dthyl&ne CjH* qui forme aisement des derives d'addition, 

comporte une double liaison C=C{cr + it) el une gdocrktrie difft rente de celle de 
I’dthane, 

La liaison lattlrale w r£suite du tecouvrement de deux orbitales atomlques 2 p 
pures (2 pz par exemple), Les liaisons ax tales o (o de la double liaison et ® des 
liaisons C — H) soul 6quwalentes, Dans ce cas, il faut admettre he autre type 
if hybridation, notie sp 2 entre une orbitak 2 s pure et seukment 2 orbitales 2 p 
pure? pour former 3 orbitales hybndes sp 2 dquivalentes renfermant ctaacune un 
Electron, 

Ces orbitales sp 2 sont contenues dans un plan pcrpendicuiaire h ForbitaJe 2 p 
pure et foment entire elks des angles tie 120’ (fig. 1.3). Cette structure impose la 
planditi de la mokcule et supprime les possibility de Libre rotation, 

Un autre type d 'hybridation dite sp se rencontre lore de La formation d’une 
triple liaison. BUe ne presente gufere d’intlri&t en biochi mie, la triple liaison giant 
exceptionnelle. 

Enfin 1 faut noter que les caractdristiques des liaisons C — C (longueurs, 
Energies) dependent du type d'hybridation en cause. 

? + * 

133 J pm 
614 U.'tnol 

Le phgnonkne d ’hybridation des orbitales n est pas llmitg au seul gjgroent 
carbone. li est en fait beaucoup plus g£n£ral et permet d 'interpreter, avec la 
polarisation des liaisons, la structure spatiale de nombreuses mokcules, H 2 0 et NH 3 

par exemple, pour lesquelles les angles des Liaisons tout difflrents de 90 E qui 
correspondent thtariquement aux angles des orbitales p entre ©ties. 


Liaisons 


Longueur 

inwgie 


154.1 pm 
36K tJ.invul 


4, LA LIAISON lONIQUE 


La liaison ionique est une interaction de type elect ms tatique qui s' eta bid entre 
deux ions de signes contraircs. Deux atomes ou deux groupements d'atomes ayant 
Ian perdu des Electrons (cation chargd posit ivement), Fautre au contraire accept £ 
des Electrons (anion chargd n^gaiivement) dam leurs couches pdriph^riques vont 
s’attirer par une force 6lectrostatique F exprim&e par la Id de Coulomb : 
kqq r 


|F| « 


d 2 


dans laquelk e est la constante dielectnque du milieu, q et 


q 


les charges des ions et d 2 le carre de la distance interionique, 
II en r^sulte one energie de la forme : 


j c i _ 


k qq' I 
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De par sa nature, ceitc force de liaison prisente certaines caracfgristiques : 

— elle n’est pas dirigee, mats intdresse tout respace sans orientation prtifdren- 
tieJk, II n'y a pas d’interp^rktration des couches 61ectronique& ; 

— elle n’est pm spidfique tar elle ne depend pas de la nature de Lion mais de 
sa charge et de sa taille ; 

— elle ne donna pm lieu d un phinomene de saturation par la presence d un ion 
de charge oppos4e et permet la constitution de rlseaux tridimensionnels comme les 
cristaux ioniques ; 

— elte n’est pm fixe, car sa valeur, autrement dit la distance interionique, 
depend du milieu (e vide * 1 9 1 eau * 80), d’oil les pr&pri^s ionisatites de certains 
solvants, I'eau en particular. Cest une liaison faible, de l’ordre de 20 kj/mol en 
solution aqucuse. 

Enfin, le nombre dejections perdus ou gagnds par lament qui tend ainsi par 
transfer! d’dectrons vers une configuration de gaz rare constitue son ilectrovalence. 


HI. LES O LIGOELEMENTS 


A, M£thodes de determination 

— EUes peuvent Itre ramen£es k deux types londamentaux selon qu‘elles 
proc^dent par analyse ou par synthase. 

1. la methods analvuque 

Elle consist e k faire [’analyse chimique d’un organisms ou de ses cendres. Elle 
permet de caract&iser et de doser un oligtk lament, ce qui rkeessite I’utilisation de 
techniques sensible^ et precises d’oil le parallels me entre revolution de ces 
techniques et I’ailongement de la liste des oligo^lftnents- Les rlsultats de cette 
mdthode physicochimique permettent d’affirmer, pour une esp&ce donnee, la 
presence constants d'un dkment k Iktat de traces, les variations possibles selon 1*1 ge, 
les organes* etc., mais non le caractere indispensable. 

2. LA MLTHODE SYNTHETIQUE 

Plus biologique, elle eonsiste k preparer des milieux de culture pour les 
vigttaux et les nricro-organismes ou des rations pour les animaux Si partir de 
composes rigoureusemeirt purs (die est done tributaire par ce point de la methods 
analytique). Certains de ces regimes sunt dtpourvus de Tdlment, les autres 
additionnds de quantiles variables sous une forme assimilable, ^observation des 
reactions des organismes en experience permet de determiner : le ceme&re indispen- 
sable de roligo6ldmen(, la concentration la plus favorable assurant un diveloppement 
complct et maximum, quelquefois le role ifaprds les troubles et les anomalies en cm 
de care nee. 
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B, Rtoultats 


L# rip&rtitkm dm oligoetfments . — De nombreux oligodtements oaf 
caract£rises dans la plupart des espfeces animalcs et v£g 6 tales. 

Ex, Les Elements Fe, Za, Mm, Cm, Mo, B, Co, Ni, A], F, Bi, I, etc. 

Si Je plus sou vent ees oligo^kments sotit communs & I'ensemble des etres 
vivants, U est des cas on certains d’entre eux ne serablent jouer aueuo role. La notion 
dbligodkmen! doit dome fitre rapportfe k une espfre doiui£e. 

La dose optimak. — L effet produit par un oJigoelememt depend de sa 
concentration dans I’organisme, done de sa forme et de sa concentration dans Is 
milieu, Sctematiquement deux cas peuvent etre envisages. 

' — Le plus souvent i’efTet dkbord favorable pour l'organisme cruit avec la 
concentration ; mais apnfcs un maximum, il devient d<S favorable par smite d un 
phenomene de toxicite qui petit sc manifester plus ou moiits rupidement (courbes 1 et 
2 de la fig. M). 

— Assez rarement, l eiement n'est pratiquement pas toxique et Fefifet rests 
sensiblement maximum quand )a concentration s’eldve (combe 3 } + 

Dar® ccs experiences, la valetir de V optimum et k toxidtd dependent de 
respece considerCe et de i effet recherche. La determination suppose Ggalement que 
toils les autres fact ears sont favo rabies. 

Le rok. — Les oligoClernents sent des elements a rote catalytique. Us intervien- 
nent le plus sou vent, soil sous forme chons, soit sous forme de complexes, dans les 
reactions biochimiques en participant b des ph^nomlnes de catalyse, de transport ou 
dc regulation. It faut toutefois remarquer que certains d'entre eux poss&dent un rble 
pLaslique non negligeable (Ex. F pour les animaux, Si pour Les v£g 6 taux) et que des 
elements majenrs peuvent egalcment participer 4 des phCnomencs catalyiiques. 

Intensity dc O’effcl 

4 

Figure IA Influents dc la concentration d r un 
otigoeKmcnt sur rioionute de I’effct favorable 
(d'aprfcs D. Bertrand). 

L Action du bore sur la Betterave ■ 3- action 
flu zinc sur la Souris ; 3. action de rktde ehez 
l 1 Homme. 
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Les constituants mineraux 


L’eau 


[^observation et I' analyse chimique rev&lent k presence universelk de Feau 
dam la matifere vivante. Un apport insuffisant d’eau ou la deshydra ration d’un 
organistne entrain? des perturbations paves qui pea vent finale me nt provoquer sa 
roort. 

Ueau repr£sentc, ft de rares exception pits, la substance la plus g&n£ra1ement 
rtpandue, la plus indispensable et aussi la plus abondanle de la matkie vivante. 


I. REPARTITION DE L’EAU DANS LES ORGANISMES 


Analytiqiiement il est possible dt valuer soil Fhydratation de chaque organs, 
soit, ce qui prdsente plus d 1 ini £ ret, k repartition de Feau selon les compartiments de 
f organisms. 


A* Teneur globale 

La teneur globaJe en eau des organlsmes est variable mais toil jours e levee : 
— » les en sont gdnCralement riches {75 % et plus cbez les vdggtaux 

verts) ; 

— les invertebres ; pour la plupurt d^entre eux, la teneur en eau attcint 80 %, 

certaines Mouses reiferment m£me jusquk 95,4 % tfeau (Fean de mer en con tie nt 
%£%) ; 

— les vertebras, par suite de Inexistence d'tm squelette interne, sont un pen 
plus pauvres (60 k 70% chez Fhomme adulte mais par centre 97,5 % cfabz Fembryon 
de six semaines). 

Dans quelques cas, Cette teneur peut devenir extremement fatble, inferieure k 
10 %. Ex. : graines et spores pour les vegetaux et les micro-organismes, Rotifdres et 
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Tardigrade? chez les animaux, Elk correspond a un £tat de vie ratentie, pew actif, 
mais pax centre resistant. Cependant, pour la plupart des organismes, les variations 
ne pen vent se faire que dans d’dtroites limites, le plus souvent inkrieures a 10 % de la 
masse d'eao totale. 


R. Repartition 

La teneur en eau d un organisme varie dans de larges proportions, selon les 
organs? on les tissus consid£res. De plus, Fean ne cons titue pas un milieu conti nu 
cormne etle le ferait dans un recipient car au sein d + un fetre vivant diverses barrkres 
viennent compart imenter la masse aqueuse. On dit encore que Vespace hydrique est 
subdivise en secteurs hydriqiw. 

L REPARTITION SELON LES TISSUS 

Ouelques exe tuples relatifs 1 1' organisme huraain suffisent k mettre en dvideoce 
les grandes variations. 


Ex. : Email dentaire 0,2 % 

Tissu osseux 20-30 % 

Tissu musculaire 75% 

Sang S0% 


Ces valeurs n ont qu’un interet limite car il faut ^galement tenir compte de 
importance du tissu. C’est ainsi que la moitk de feau du corps humain est localise 
dans le tissu musculaire pond^ralement tr&s d£velopp£, alors que I’eau du tissu 
sanguin ne correspond qu’a 10 % environ de Teau totale. 

2. REPARTITION SELON LES SECTEURS HYDRIOUES 

II existe dans ks organismes des animaux supdrteurs, les seub qui seront 
envisages id, deux barritres qui compartimentent Tespace hydrique (fig. 2.1). 

— la membrane eeUuIaire qui cMlimrte un sectcur inlracetlulaire et un stcieur 
extraceUuiaire : 



Ptgnrg 2,1 Secteurs hydriques de Forfanbme 
tmmain (dapits Gamble). 
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— la paroi vasculaire qui subdivise ce dernier en un secteur intmvasculaire m 
plasmatique et un secteur interstinel ou lympkatique. 

Les volumes de ccs compartments hydriques peuvent Ur e determines en 
utilisant des substances plus ou moins diffusibles. 

Si une quantity Q eonnue de substance est injects dans le plasma et qu’aprts 
un temps suffisant de diffusion sa concentration plasmatique soft de venue C, en 
appelant V, le volume dans Lequel a diffuse la substance, on a la relation Q = C x V. 
Ce qui permet de calculer V, La nature du volume dktenniik ou espace de diffusion 
depend des possibility de diffusion de la substance, 

— Si la substance diffuse dans tout Forganisme. au t ravers des membranes 
(Ex, : anhpynne, eau lourde, eau tritke) et si de plus elk n'est pas normalement 
pr^sen te, ni metabolise e, ni £limm£e trop rapidement, V correspond i Pespaee de 
diffusion lotale, note (1) sur la figure, 

— Si, au contraire, la substance franefiit Fendrttfelium des eapillaires mats ne 
p4n£fre pas dais les cellules (Ex, : SCN“ , inuline, mannitol, isotopes du sodium, du 
chlore), si de plus elle ne se fixe pas sur les profeincs pla&matiques et n'est pas trop 
rapidement climirke, V correspond It fespace de diffiision extracellulaire (2). 

— Eufin, il est possible de determiner le volume plasmatique (3) i Faide de 
substances ne franchissant pas Fendotlklium vasculaire, 

Les volumes des espaces intracdlulaiie et intcrstitid sont calcuks par 
difference, respectivement (1 — 2) et (2 - 3), Dans les mesures, des corrections 
doivent lire apportfes pour tenir compte du fait qie les substances utilisles ne 
r£pondent pas ickalement aux conditions enonc^es ci-dessus, Les r£sultats different 
kg^rement selon les substances et les moyennes sont : pour le secteur mtraoefiulaire 
40 k 50% du poids corporel, pour le secteur extracellulaire 20% dont 5 % 
correspondant au secteur plasmatique et 15 % au secteur mtersdticl. 


D. STRUCTURE ET PROPRIETES DE L’EAU 


A. La molecule d’eau 


1, POLAWTfe 

Par suite de 1’ hybridation des Orbitalcs atomiqucs de Foxygfciie dans tin Gtaf 
voisin de sp 1 * 3 , la mokcule H 2 0, constitute par deux liaisons polatres — Q — H n'est 

pas lirkaire, mais possede une forme angulaire, 11 en rGsulte une dissy irk trie dans La 
repartition des charges positives et negatives, Elle se comporte comtne un ensemble 
de deux charges ponciuelles : c est une molecule polaire ou dipdle permanent 
caractGrisG par un moment dipolaire (fig. 2.2), 
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+ 



Ufn» de champ 
DipSk ^udvikac 


Figure 2.1 Structure 
de La molecule d'eau. 


Cette structure polaire pennet d' interpreter diverges propridtds. 


% DISSOCIATION, ASSOCIATION, LIAISON HYDROG^NE 

a. Dissociation 

Urn certain numbre de liaisons polaires peuvent devenir ioniques. 

—* O^H - —Dr + H* 

La molecule d"eau est alors ionise selon P^quilibre H ; 0 H + + OH - . Pour 
1’eau pure & 25 *C la dissociation est (die que (H + ) (OH r ) = 10' 14 avec bien str 
(H + ) = (OH-). 

Cela sicnifie que le nombre de molecules d’eau ionisles est d^&m et 
statistiquement constant pour une temperature elle-m&me const ante. 

b + Association, liaison hydrogene 

Chaque moldcule d’eau cr£e, par sa structure dipolaire permanente* un champ 
elect riq ue. Les charges paxtielles £tant faibles, le champ est peu intense et n’a d’effet 
que dans un faible volume sitii au voistnage immddiat de la molecule (fig, 2.2). 

Lorsque deux molecules d'eau se trouvent tres proches Tune de rautre (a 4 *C 
la separation moyenne des molecules d'eau est de 300 pm t dies vont mercer des 
actions dlectrostatiques rddproqucs au niveau d’un atome d’hydrog&ne pour Tune et 
d’un atome d ‘oxygens pour P autre. 



+ 


Cette interaction muluelk a pour consequence rdablissemcnt d’un « lieu * 
entre les deux molecules par rintermddiaire d’un atome d’hydroginc, d’od lea tenues 
de liaison hydrogen? ou pont hydrogen?. Elle est $ch6matisec par des tirets ou des 
points. 

Ce mode dissociation presente un in(er£t tout particulier en biochimie 
notamment dans les problemes de structure des macrotnol6cule$ eit particulier des 
proteines. 

La liaison hydrog&ne n'est pas une liaison chimique au rraSme litre que la 
covalence, son engine et ses caraettristiques sent differences. 
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— La liaison hydrog^ne est un cas particulier des liaisons dites de Van der 
WaaLs qui r^sultent d f interactions entre toutes les molecules neutres par suite de 
Fexistence d’un earactere polaire permanent on induit ou mdme simplement d’un 
caractere polaire tnstantand (p< 13). 

— La liaison hydrogfene passed e des caractdristiques particulieres, 

9 Trots atones participant k la liaison hydrogens ; un atoms d'hydmgfine et 
deux atones plus dlectron^gatifs, i'un d’entre eux errant la liaison polaire avec 
L’atome d’hydrogfene. 

Exemples en biochimie : 

E> i+ -8— S+ 

n =oN— H— 

La liaison est pratiquement tineaire, les trois atonies sont sensiblement aligns. 

* Sa longueur (en fait, on mdique gdn^ralement la distance stparant Les deux 
atones dlectrondgatifs), qui varie salon les atonies ainsi reunis, est de I'ordre de 250 a 
300 pm, 

* C'est une liaison fatble. Son £nergie est d 'environ & a 34 kJ/mol sod dix a 
viitgt fois plus foible qne celle dhine liaison covalente, 

Une liaison hydrogene pent done dans certaines conditions (en solution par 
exemple) se rompre et se reformer trts facilement m£me A la temperature ordinaire. 
Par smite, sa position n’est pas permanente comme pour la covalence mats an 
contraire elle est aMatoire et sa durde d’existence pent etre brtve. C'est une liaison mi 
sens statLstlque. 

* La liaison hydrogene pent Itre LntramoLfcuLaire si la nature des atomes et les 
conditions gdomdtriques le permettent. Elle est, le plus sou vent, Intermoteculaire, 

Exemples de Liaisons hydrogens intermoleculaircs ; 


O-H^O 

R ~% 

O— H— O 


O — H — — O — H- 



O — H 
1 



-HjN 


™0 




✓ 


c — a 


Les composes qui prdsentent la possibility de constituer des edifices polymole* 
culaires par Fintermediaire de liaisons hydrogene ont des propriety physiques 
particulieres, notamment : temperatures de fusion et d’ebullition dlevdes, pour Les 
liquides consumes diyiectriques importantes, spectres infrarouges et spectres Ra ma n 
avec des bandes caract^ristiques ce qui penrtet d’ailfeun t’dtude de ce mode de 
liaison, etc. 

L’eau est done un compose fortement polaire caractdrisc par des forces 
d’ attractions intermoliculaires yievdes. 
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A Vital de vapeur, !a distance mo ye une entre les molecules d’eau et P agitation 
mol^culajre sont trop imports ntes pour que les liaisons hydrog&ne interraol£culaires 
aient une existence f^elle, Les molecules sont prattquement ind£pendanies les unes 
des autres. 

A Pdtat solide (glace) , au contra ire, Peau poss&fe one structure cristalline dans 
laqueUe les molecules sont localise es an sommet d’un r£seau t^traddrique (fig, 2.3) 
avec un nombre dlev6 de liaisons intermal£cu laires. 

A Petal liquide , Fean prfsente une structure intermediate plus irrtiguJiere que 
dans la glace tnais aussi pins compact*. II ne subsist* quhia nombre meins important 
de liaisons hydrogene Cette eau condenses par des liaisons intermoldculaires n'est 
pas un dtat statique car les liaisons se rompent et se reforment en fonction de 
Pagitation theratique. 



B* Comportement des composes en presence d’eau 

1. LES COMPOSES HYOROSOLUBLES 

Ces composes ferment avec Peau, apr£s agitation, un melange stable et 
komog&ne mime I Fobservaiion microscopjque ; c’est nne solution aqueuse. Le 
compost est dit hydrosotubie s + tl dtait imtialement solide, miscible k Peau s'tl gtait 
liquide - 

line solution pent done £tre ddfinie comme un 6tat homog&ne liquide const! tu£ 
par une phase dispersante appetee solvani et une phase disperse compose d'un ou 
de pLusieurs solutis. 

Pour parvenu A tin tel 6tat certaines conditions sont indispensable. 

— D une part les attractions entre les molecules du compost doivent etre plus 
faibles que celles exerc^es par les molecules d’eau de manure k permettre la 
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dispersion du solute. La diffusion doit I'emporter stir b cohesion. Or Les attractions 
entre les molecules d’eau el ceJles de soluti sont dyes I I’dtablissement de Liaisons 
faibles ou secondaires, en particulter de type felecirostatique par suite de La structure 
polaire de Feau. 

Ex, : Liaison hydroglne estre une mokcuie d’eau et on groupemem polaire du 
composd, liaison ion-dipdle entre un anion on un cation et un dipdle aqueux, 

Ccs liaisons pennettenf aux molecules de solute de se disperser dans le rdseau 
des molecules d'eau. Elies pourront s’fetablir avec des composes ionises, des 
molecules poJaires ou des macrornoldcules riches en groupements polaires superfi- 
ciels. 

Ex, : Chlorine de sodium, ethanol, acide ethanolque, protiines en gfenferaL 

— D'autre part, pour que la solution obtenue soil stable, j| est nfecessaire que 
la diffusion, consequence de Fagitation moModaire, I'emporte sur la sedimentation 
resultant de faction des forces de pesanteur (ou 4venmelkmeit sur la floltaison). 
Dam le cas contraire il y aura decantation. 

Ponr que ces forces de pesanteur soient retinites, la masse des particules en 
solution (ion, molecule, iMcromokculc) ne doit pas 4tre trop 4levte. Ce qui Limite 
leur tiiUe, bien que la forme de La particule jone aussi un rflie important. 

D’aprfes la nature des particules, on distingue plusieurs types de solutions. 

— Les unes tnmodispersies ne sont constitutes que de particules ayant 
sensible ment la mime taille ; les autres polydispersies renferment des particules de 
tailes varkes Sparables grflee aux techniques analytiques, 

— Les solutions mokculaires (solutions vraies) ont leurs soLutfes conslitues 
d’ions et de molecules doni la masse mo la ire est en g£n£ra( iaforieure £ 10.000. 

— Les solutions macromolecutaires dont le solute est formfe de macroraolfecu- 
les 

— Les solutions mkdlsires dans lesquelles le solutd est constitul de particules 
vo lu mine uses ou micelles resultant de Fagrfegation de macromokcules, 

Ces deux demiers types de solutions qui prfesentent des proprieties part icul [feres 
sont encore appelds solutions coiloidaks ou sols. 

Influences rfcipr&ques egu-soiuti. 

Par suite de La forte polarity de la molecule d'eau, traduite par une constante 
didectrique elevfee (e = 80) , une liaison fortement polaire, particUcment ionique, 
pent se trouver affaiblie entrainant sa dissociation en deux ions. L 'eau est im solvant 
ionisant, c + est mime le plus ionisant des solvants usuels, Les ions resultants, charges 
4Iectriquement, vont s’entourer d l un certain nombre de dipdles aqueux pour former 
des ions solvaks. Le nombre de dipdles ainsi Li4s depend I la fois de la taille et de la 
charge de Lion* 

Ex. : Le cation Na + s’entoure en moyenne de huit molecules d’eau, le proton 
H + se fixe jt une molfecule d’eau pour former Fion hydroxonium H 3 0 + . La 
dissociation de Feau doit done fetre fecrite : 

2 HjO n H } 0* + OH- et pH = - Ig (H3O* ) . 

En fait, il ne s’sgit pas d’une relation rigoureuse et statique, mais d’un nombre 
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moycn de molecules formant un nuage an tour de non a un instant donng p la dur£e de 
presence d une molecule d'eau etant de I’ordre de 10“ seconds. Ces replacements 
incessant! en rapport avec r agitation the unique pentiettent danterpr^ter la mobilite 
des ions cn solution aqueuse (fig. 2,4). 
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Figure 2,4 Relations cau soluti dans Le ca& 
(Tun compel iomsabJe- 


Inversement, le solute entralne par sa presence une modification plus ou moins 
import ante de 3a structure de Fean allant depuis des interactions tflectrostahques (eau 
Jiee) jusqu T a une simple orientation preferentielle des dipOles aqueux (eau orientee). 
La figure 2.5 rte dorine qu'un aspect tr&s sch£matique du phe nomine par suite de 
I 1 impossibility de respecter FddteUe. Ainsi cheque tiret represented un dipdle 
aqueux, si la particule est une protCine de forme sph£rique et de masse moldculaire 
540.000 daltonSp son diamitrt devrait itre 80 fbis plus grand que ceiui de la molecule 
d’eau et son volume environ 500. 000 fois plus important. 



eiu liic eau e*o litre 

orwrtl^e condfos^c 


Figure 2.5 SchAma de l' mfl uenee du solute sur 
rorlentation des djpClca aqueux. 


2. LES COMPOSES HYPHOPHILES 

Aprils agitation a la temperature ambiante, certains composes nc foment pas 
une solution, mais un etat disperse het^rogene et instable appel£ suspension, qui 
sediments rapidement. 

Cepeudanp ces composes abandoning a Fair ambiant fixent de Fean et parfois 
en proportion importante. La retention d’eau est d h ailleurs aceompagnge d’un 
gonflement. 
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Ex . : Le papier flltre et le coton hydrophile const it ubs de cellulose pratiquement 
pure peuveit fixer plus de 30 % de leur poids sec d’eai. 

De plus, leur structure chimique met en Evidence la prdsence de mombreux 
groupeuients ionhables on polaires et il suffit en gindr&l d'uue 4 !£ vat ion de 
temperature ou d’uue Idgire modification chimique pour les rendre hydrosolubles. 

Ex, : Apr&s agitation I la temperature ordinaire, feau et famidon formem une 
Suspension appelde kit dkmidon qui tend rapidement k decanter, Par contre, si Cette 
suspension est chauffle vers 70 *C, eJle se txsnsforme en une solution coUoidale : 
I’empob d’amidon. Os composes pr^sentent done une affinity marquee pour I'eau, 
ils sont hydropkUes (amis de I’eau) mats non hydrosolubks dans les conditions 
ordinaires. 

Parmi ces composes, de nombreux poss£dent une structure macromoleculaire 
Ebreuse, c + est4-^ire orientde dans Tespace scion une direction privildgide, Ces 
macromti]£cules peuvent s’umi Les unes aux autres par des liaisons pour coostituer un 
rise nu iridimensionnel non p£riodique (Fig, 2.6), 

La nature des fwttsoits ou pouts assurant la reticulation est variable, 

Exempbs ; 

— liaison de covalence comme la liaison disulfuie — S — S; 

— liaison lonique entre deux groupements ionises de signes contra ires et 
appamnant k deux molecules differentes ; 

— ■ liaison dipole entre deux groupements polaires appartenant aussi k des 
molecules diffdrentes ; 

— liaisons hydrogens, dipole — ion, etc. 

Selon la nature, le nombre et la repartition des liaisons, le r&seau est plus ou 
meins fortement reticuk. Les dimensions des mail les et leur rgguiaiitd sont 
Sgalement variables (fig. 2.6). 
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Bn presence d’eau, k condition que le compost soil en concentration suffisante, 
il est possible d'obtenir un systeme form£ de deux pluses : 

— une phase macromol6cuhire constitute par un rtseau tridimenskuinel, 
continu, non ptriodique ; 

— une phase aqueuse e galenic nt continue v qui occupe ies mailles du rfiseau 
macromoitciilaire, 

Un tel systtme, doit de proprittts particulifcres (rigidity elasticity gonfie- 
ment, viscositt) est appele un get 

Ex , ; La g£lose (p. 182) n est pas hydrosoluble k la temperature ordinaire. Pai 
chauffage on obtient une solution ooUoidale qui, au ref roidisse menu se prend en 
masse pour former un gel b condition que la concentration en g&ose soil suffisante 
pour permettre la constitution du reseau macromolfcula ire continu, Cette prepara- 
tion est trfis utilise en bacteriologies 

Les gels out reiju de nombreuses applications aussi bien en hiochimie 
analytique (chromatographic, filtration, 6lectrophorese, immuno^lectrophoresc) 
qu f en microbiologie (milieux de culture, reactions immunologiques), Enfin certains 
d‘cmre eux son! des constittiants naturds de la mati&re vivante. 

Ex. : substance interstitielle du tissu conjonctif, corps vitr6 de l'ceil, 

3* LES COMPOSES HYDROPHOBES 

Certains composes, enfin, comme les corps gras (huiles, graisset) et les 
substances qui leur sont associ^es, non seulement ne forme nt pas de solutions en 
presence deau, mais s’orientcnt de mani&re b presenter le minimum de contact avec 
le solvant aqueux. De idles substances qui prdsentent une repulsion visk-vis de beau 
sont dites hydrophobes. Leur structure mol6culaire fait apparaitre un nombre &Lev£ 
de Liaisons eovalentes, apolaires et fabsence presque totale de groupements polaires 
( P‘ 237 ). 


III. ETATS ET ROLES DE L’EAU DANS LA MAT lfe RE 
VIVANTE 


11 ressort de 1’^tude pr£oedente que beau de la marifere vivante peut etre libre 
ou li£e. 

• L’eau libre, dont la vaporisation est facile, est solvante. Bile participe am 
phdnomCnes osmotiques et se sobdifie k une temperature de € *C. Cest Teau telle 
que nous la concevons habitue lie meat. Elle peut fetre rirculante (eau plasmatique), 
capillairc (eau interstitielle) ou intracdlulaire. 

• L’eau liee, eau de constitution lies aux kins et aux rtiacromolecules 
hydrophiles. Cette fraction difficilement vaporise n’est pas quantitalivemeot 
d^finie. Elle traduit le fait qu T une pattie, variable selon les conditions ambiantes, de 
beau d’un organisme ne poss£de pas les propriety habitue lies 
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m Les rfiles de Feau dans un organisnie sont nombreux. 

Rdk de solvani. II pent alter de la simple dispersion k la soIubUite et a 
I’ionisation, II en rgsulte quc Feau est k la fois un agent de transport et un milieu 
r£actionnel structure. 

Rote de reaciif chimique. L’eau intervient dans Fgquilibre actdobasique (e ! est 
un solvant amphotgre) et, A Fgtat moteculaire, elle participe aux reactions d ’hydrolyse 
ainsi qiFi de mmbreuses reactions d'oxydorgduction, 

Enfin Fean a m idle essentiel dam les phdnomfeies de la regulation thermique, 
par suite de la valeur elevtte des constant es (chaleur specirique, conductibilite 
thermique t chaleur latente de vaporisation). 


Les ions et les sets minlraux 


Les sels mirteraux constituent les cendres resultant de rincmgration de la 
matte re vivante j mats, au coots de ee trattement, un certain nombre d’entre eux sont 
dgtruits, partiellement dgcomposds on volatilises, Dans tin organisme les principaux 
sels mirteraux correspondent aux cotnbinaisoos des cations : Na + , K + , Ca 2 + p Mg 2 + 
et des anions CL p HCOj , H^FO^ et HPOj “ p SO| “ . 


I, NATURE ET REPARTITION 


* Certains sels sont presents k F£t*t solid*, cristallb£s t non ionises mais en 
ilquilibrc avec leurs ions en solution, Ce sont cssent tellement k phosphate et te 
carbonate de calcium. 

: Les coquilles et les carapaces d'lnvertebttes renfermem une proportion 
impoitante de carbonate de calcium sous diverses formes de cristallisation. 

Les os des Vertgbites* tissus fortement mineralises (70% du poids sec et 
d£graiss£) sont formes cTun melange de phosphate et de carbonate ealciques sous 
forme de carbonato-apatite et hydroxy-apatite ; 

[Ca,3(PO,)jCaj] J * , 20H“ ou CO^' , 

Les cristaus ihtravacuohtres de nombreuses cellules vegetates sont oon&titug s 
par des sels de calcium decides organiques. 
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* D 1 a litres seis soot en solution, I Fttat ionise ou non. Leur repartition intra et 
extraceliulaire est traduite par Fionogramme (fig, 2 , 7 ), 


(*3 m Eq/i 



FlftUrt 2,7 [onogranifnes des difftrirtts wcicur* hydriqucs (d’apris Hamburger et Malhi). 


II. LES PRINCIPAUX ELEMENTS MINERAUX 


A. L 1 element chlore 

— Cest ud const ituant normal des tissus et des humeurs, Chez les v£g£taux la 
teneur en chlore depend des esp&ces, mats aussi des conditions de milieu, Les plantes 
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marines renfermcnt plus de chlore que les pkntes terrcstres dans lesqnelles le taux 
varie selon qu’elles se dyveloppent en montagne {sol cristallin), en plains (sol 
s^dimentaire) ou au bord de b mer. Cette adaptation est beauooup moins nette chez 
les animaux oil Fon observe toutefois une diminution de b teneur en chlore des 
Invertdbrds marins aux poissons de mer puis aux poissons d'eau douce. 

Le chlore est present esse nt tenement sous forme minerals (ion Cl" ) associe au 
sodium et au potassium. II est exceptional sous forme de dedvd chlore organique. 

Ex , ; Antibiotiques s6crdtds par des Strtptomyces ; le chloramphenicol ou 
chloromycd title eonticrtt deux atomes de chlore, la chloro tetracycline ou auriomycine 
un seul. 

L’ioti chlore reprdsente le plus abundant des anions du milieu extrocellulaire ou 
il est assoc aux hydrogenocarbo nates HCOj. Cet ion est gdneralement peu 

abondam dans le milieu intracellulaiie a quelques exceptions pres : hematics, 
muqueuse gastrique, muqueuse mtestinale et nephrons qui represent tent des lieux 
d’dchanges. 

L ion chlore partidpe, par suite de la permtabilitc des membranes, au maintien 
de la neutrality dlectrique dans les diffdrents compartiments de Forganisme ( Ex* : le 
phlnomfene de Hamburger) ainsi quku maintien de la pression osmotiqme, en 
association avec les ions Na + I Fextyrieur des cellules. 


B. Les Elements sodium et potassium 


— ■ Le sodium demine chez les animaux alors que e’est presque lonjours le 
potassium qui est plus abondam chez les vygdtaux , mg me pour les planter marines. 
L 1 importance de cet element explique k necessity des engrais potassiques et 
Fancienne utilisation des cendres v^gyiaJes pour le lessivage (abondance de 
carbonate de potassium K z C0 3 ). Far contre, le sodium est trts sou vent Fdiyment 

majeur ie pins faibiement represente dans les plantes, a F exception de quelques 
halophytes des terrains sails (JEte. ; Salsola soda). 

Presents a Fdtat de cations, ces deux elements out des repartitions diffyrentes : 

Ni + est k principal cation du milieu exiracellulaire, dans lequcl il contribue 
d’une manigre prepondgrante au maintien de Fhydratation et de k pression 
osmotique. Ses mouvements sont ytroitement lids aux ^changes d’eau et, de plus, il 
petit dans une ccrtainc mesure remplaccr le potassium dans Ins cellules. 

K* est un embn typiquement intmeellulmre, surtout dans les tissus k forte 
activity physio logique (muscle striy, cctur, etc,), Le milieu extracelluiaire n’en 
contient qu h une faible quantity mais son importance est grande car le rapport 
(Ki)/(Ke) influence le potentiel membra natre et Factmty cellulaire, Une partie du 
potassium intracellulaiie se trouve lid aux protdines et mtervient ainsi dans divers 
phenomCnes metaboliques. 
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C, LfCS £ laments calcium cl magnesium 

— Tous deux son! universellemcnt rCpandus, Ic premier en quantile parfois 
importante , le second toujours en faible quantity, 

Le magnesium reprdsente 1 % du poids see des feuilles par suite de sa presence 
dans la chlorophylle ; on le trouve 6galemem M au calcium ct au phosphor® 
(inositolhexophosphate) dans les graines. Par centre dans les ratines et dans les tiges 
le calcium domine nettement. Chez les animaiix, cet element est avant tout un 
constituant des Ussm (rein, muscle, tissu nerveux et surtout tissu osseux), il est pen 
abondant dans les liquides extrace II ulaires. 

Le mktum m trouve r£parti dans la raatiire vjvante sous deux etats ; Je calcium 
soluble des humeurs, en partie diffusible (tiest-i-dire Ubre) sous forme ionis^e 
Cu z + * ou sous forme complexes et en partie non diffusible car li£ aux pro twines ; le 
calcium insoluble, carbonate et phosphate des coquilles et du squelette, plus 
rarement oxalate, tartrate, etc,, dans Les vacuoles vdgdtales, Les deux formes do 
calcium son! d’aiileurs en Iquilibre et s^changent de fa 9 on continue lie. Cet dement, 
au role k la to is plastique et catalytique (Ex , ; role dc Ca 2 + dans la coagulation)) 
intervient dgalement en association avec les autres cations dans la permeability et 
^excitability cellulaires, d'ou b necessity dutiliser en physiologic des solutions 
equilibrees pour ces different* ions. 


m. COMPOSITION ET PROPRlftltS DES SOLUTIONS 


A, Composition des solutions 

La composition quantitative d’une solution pent 6tre precise*; de nombreuses 
fa go ns. 

— Les urtes, basees sur revaluation de la masse de ehaque constituant. 

Ex. : La concentration en masse d un constituant A, not£e pA, est le quotient 
de la masse du constituant A par le volume du melange. 

— Les autres, IMes au notnbre de partial les (moles ou moles d’ions) presences 
pour ehaque constituant. 

Ex. :La concentration mo la ire ou molarild dun constituant A, untie C A ou [A] 

est Le quotient du nombre de moles du constituant A par Le volume du melange, 

— D'autres types devaluation sent frequents en biochimie, Amsi pour faciliter 
les comparaisons et pour ytablir des repartitions on des bilans ioniques (ionogram- 
mes) on utilise parfois Ja notion ^equivalent qui fait intervenir la masse et 
ryiectro valence de Pion. 
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1 Equivalent = 


masse de lion 
valence de I 1 ion 


1 Eq CT = 353 I > !EqNa*-23g, 

1 EqCa 2+ = y =■ 20g , 

Plutot que [’Equivalent lui-meme, c’est le milliequivalent qui est 1'unitE la plus 
classique car elle conduit k des valeurs plus simples 

1 mEq * ItT 3 Eq , 

Le quotient de la concentration cn masse de Hon, EvaluEe e« mg/l T par la valeur 
dti milliequivalent exprime le litre en milliEqnivatents par litre. 

Ex . : Le plasma renferme 3 T 65 g/1 d’ion CF ce qui correspond k 

3 650 in5 „ n 
w =,103mEq/l. 


B* FroprtEtEs des solutions 

Les propriEtEs des solutions sent extrEmemeni nomb reuses, mais settlement 
trois d’entre elks, nEcessaires a la suite de l'Etude, seront rapidement EvoquEes. 

L LA FORCE IOMQUE 

La force ionique d’une solution dEpend k b fois de b concentration et de 
I Electro vale nee des ions selon la formula : 

1 =5!™)^ 

dans laqueile : 

— mi est la molalitE c est-^-dire le quotient du nontbre de moles d s un corps 
dissous par la ma sse du solvent. Les solutions aqueuses utilisEes Etant gEneraleraent 
diluEes, on re m place sou vent la molalitE par la mobritE, 

— Zj est la charge des ions. 

Ex, 1 Force ionique d T une solution q,qi mol/1 de ehJonjfe de sodium ; 

NaCl -* Na" + Ci- 
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l = i (0,01 xl J + 0,01 X l 2 ) = 0,01 mol/1 
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— ■ Force iomque d’une solution 0,0 1 mo 1/1 ck chlonne de calcium : 

CaCI 2 -*Ca 2 + + 2Cr 

; = 1 (0,01 x 2 J + 0,02 x l 2 ) = 0,08 mol/1 . 

La force lunique eonditionne, en particular, la solubility et la mobility des 
moiycules pmteiques ainsi que Zes dissociations. 


2. LA PRESSIGN OSMOT1QUE 

Les molecules et les ions presents dans une solution participant, en association 
an dyv&loppement do la press loh osmotique et, par suite, aux phinomfenes d" osmose, 
D T apnSs la loi de Van’t Hoff : 


formula dans laquelle tf dysigne la pression osmotique, T la tempyrature absolue, R 
la constante des gaz paifaits. V le volume occupy par les n i particules. S’il s'agit de 
moiycules, i - 1 et n repr^sente le nombre de moiycules. Four les moiycules 
totalemenf dissockes, n represente le nombre de moiycules et r le nombre d’ions 
foumis par chaque molecule* Enfin dans le cas d une dissociation partiede, il faut 
fa ire intervenir le coefficient de dissociation, 

Ce§ particules osmotiquement actives, moiycules ou ions, sent souvent 
evaJuees en nswwte (osM) oo mllllosmoles fiaosM) ; 1 mosM = 10” 3 osM, Une 
osmole correspond & La mase en grammes d’une panicule active. 

Cette notion differs done de celle d’eqiiivaknt ; id la charge n iruervient pas. 

Ex , ; 

I osmole d’uree - 60 g d unfe ; 

1 osmole de glucose = 180 g de glucose ; 

1 osmole de Na + = 23 g de sodium ; 

I osmole de Ca 2 * = 40 g de calcium. 

Le nombre dfosmotes de chaque substance continues dans une solution 
s'obtiem en divisam le litre massique de la solution par la masse d’une osmole. 

3* LE PGUVGIR TAMPON 

Considyrons : de J'eau pure, une solution formye par un melange yquimoiycu- 
laire d^aedtate de sodium et d’aride antique 0,1 molaire et une autre solution acyto- 
acetiquc yquimoiyculaire, 1 molaire. Dans tin volume donny de chacune des 
solutions, ajoutons un acide fort (HQ) on une base forte (NaOH) en suivant les 
variations de pH I Paide d*un pH-mfctre> Nous obtenons ainsi trois courbes (fig* 2.8). 
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Leur comparison met en Evidence les resultals suivants : 

— Les solutions ac£to-ac£tique& a mortis sent les variations de pH ; elks les 
taniponnent. 

— L effet tampon est plus ou ittoins important et nous pouvons le caractiriser 
par tin pouvoir tampon T ou coefficient tampon lie k la pente de la courbe. On 
revalue habituellement par k rapport : 


Ce pouvoir tampon varie avec h concentration: du syst&me consider^ et il cst 
maximum pour k milange iquimokculaire (zone la plus horizontal* des coirbes). 

— Le pH d T une solution tampon ne vane pratiquement pas avec la dilution. 
Les courbes 2 et 3 son! tnfes voisines. 

L’effet tampon rtfsultc dans cet exemple du melange acide et set de base forte de 
I’acide fa Me 


{ CHj^COONa -» ClljCOO + Na* 

CHjCXWHr H * 

Les variations des concentrations en ions H + ou OH“ entrainent un dkplace- 
ment de l^quilibre 1, dam; un sens ou dans l f ant re, ce qui a pour consequence 
d’amortir les variations de pH. Le m£me effet pent fitre obtenu a partir d un melange 
base ftible et set <f acute fort de la base Jaible {Ex. : NH Jt NH^Cl). 

La nature du melange et ses proportions permettent de fa ire vurier le pH de la 
solution tampon. 

Parmi les sels mimfraux, deux sy slimes tampons parricipent generalement an 
maintien du pH de la mature vivante, Ce sent : les hy d rogeno ca rbo nates 

H" + HCO” Vi H 2 COj V* HjO + CO, 

et les phosphates 

HjPO; hpo 4 _ +h 4 
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Generality sur 
les constituants organiques 


Les molecules organiques qui entrant dans la composition de la mature vivante 
soul identtques en lout point & cedes prd parses par synthase. D'adleurs, rorigine 
mime de la chimle organique n’est-elle pas biologique ? L'acitk benzoique, premier 
compost organique pr€par6 h Tltat pur, avail €t€ exirail du benjoin vggdtal ; 1’uree, 
une des premieres substances synthfrisdes, est un constituent normal de Purine. 

La mature vivante renferme un nombre considerable de composes organiques 
dans lesquels sont rep^senttes ; 

— les diffirenm structures appurtenant aus series aliphatique (& chaine 
lindaixe ou rartufiee), carbocy clique (aromatique, cydanique, terpdnique), hitirocy- 
clique ; 

— les principales fortctions : carbure, alcool, aldehyde, c£tone, aeide carboxyii- 
que, amine, amide, etc, 

Le plus sou vent, il est possible de rattacher les composes n a turds a quelques 
types moldculaircs fondamentaux. Parmi les principaux, 1 faut diet: les sucres 
simples ou oses, les acides amines, les acides gras, les hetdrocycles azotes (noyaux 
pyrrole, pyrimidine, purine), Fisoprfene, le noyau stdrane. Par suite, les groupements 
fonctionnels caractiristiques de ces composes sont les mieux represented Ainsi les 
groupements hydroxy )e, carbonyle, carboxyle et amine se retrouvent dans de 
nombreuses molecules. 

Une classification bas£e uniquement sur la nature des fonctions ne saurait done 
convenir d’autant plus que les composes, mime les plus simples, renferment souvent 
plusieurs fond ions dans leurs molicuJes. Far ailleurs, cette classification ne tiendrait 
pas compte des rapports naturels qui lent les different* constituents et les composes 
macromolicukires poseraient des problimes insolubles. Aussi les biochimistes 
adoptent-ils un classement different, moms rationnel mais plus nature! et plus 
pratique, basi : 

— tantot sur la structure et les propriitis (entire siadque). 

Ex * : Gluddes, lipides, protides, acides nuefeiques, stdrols, porphyrines ; 

— tantftt sur I’origine et le rfile dans les organismes (entire dynamique). 

El. ;Substrats, vitamines, enzymes, transporters, hormones ; 

— taittdt enfin, sur des method es d'analyse immediate (entire analytique). 

Ei. : Fraction acidosohible (soluble dans J’acide trichlorac^tique k froid) 

comprenant les petites molecules organiques et les sels miniraux. 

Fraction liposolubie qui renferme tes corps gras et les composes associis. 

Fractions nudtique et protiique. 
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Dans la mature vivante > les constituants orga cliques se pr£sentent achematique- 
ment sons deux formes, 

Des molecules relativement pedies, solubles, diffusibtes* Ce sont les types 
molfculaires appelSs monomeres, leurs d£riv£$ et les produits peu condenses. Us 
represented des precurseurs, des formes de transport ou des intemtedkires dans les 
processus biochimiques. 

Des macro mole c uks structures qui sont les elements plastiques et fonctionnels 
de la vie cellulaire, Elies sont issues d’une polycondensation de monomires 
generalement unis par un seul mode de liaison pour un groupe donne : liaison amide 
— CGNH— ou peptidique pour les protides, liaison phosp hod Lester — O— 0L— O — 
pour les arides nucteiqucs, liaison acetal oil osidjque pour les gkeides. La formation 
de telies Liaisons ndeessite rcliimnatkm de molecules d’eau, ce qui rend indispensable 
un apport 4rerg£tique suffisant, compte tenu de Fhydratation de la matte re vivante. 

Unc macromotecule pent tire ham&gine (amide n, cellulose), constitute par 
poiycondensation d’un seul type de monontere, ou heiSrogine (prot£ine&+ acides 
nucleiques) si la poiycondensation reunit plusieurs types de monomeres, Dans ce 
dernier cas, la succession definie ou sequence de renchalnement des mo no meres 
conduit 1 une structure spatiale souvent complete, k tine individuality qui pent etre 
parfois reconnue (proprtetes antigdniques) ainsi qu’& des proprtettis part iculte res, 
hormonales ou enzymatiques par exemple. 

Ces macromotecules re n ferment, (tens leur sequence, un contenu d* information 
qui peut .s’exprimer par des structures et des proprieties sptecifiques, Cette notion 
d’inforroation peut se co nee voir aisdment par analogic, A partir des mono me res A, 
B, C, etc., les successions AAA... ou CCC... n'onr gu£re de signification, au 
contraire, les sequences BANC, TABLE.., renferment une information precise. 


I. L’ASYMETRIE MOLECULAIRE 


Les constituants biochimiques pnfisentent les differentes formes d’isomirie : 

— [somyrie plane : de constitution ou de position j 

— isom^rie sforique : optique et gdomitrtque. 

La plus mteressante, dans ce domame, est Fisornetrie optique des molecules 
depourvues de route symdtrie. Elle est pratiquement toujours Itee k la presence de 
carbone asym&rique dans k molecule et se traduit par r existence d’un pouvoir 
romtoire. 

Un carbone est dit asym6trique f lorsque les quatre valences de Fatome sont 
1 tecs I des atomes ou k des radicaux to us difforents. 

— • Si une moMcule, comme le glycdraldehyde par exemple (fig. 3.1), renferme 
un carbone asymdtrique, il lui correspond deux isom&res ou antipodes optiques actifs 
syr la lumiere polarisee ; Fun est leMgyre, rant re dcvlrogyrv- Ces deux isomcrcs on l 
les m£mes propriety chimiques et physiques k Fexception des pouvuirs rota to ires 
spydfiqucs qui sont egaux en valeur absolue, mais de signes contra ires. 
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A) ftwwtutes spataki ■; 



fr} formats plaaes en p»j*tsiOft (*tlon Fitdwr) : 


CHO 
H— C- -01 

in. 


CHO 

HO-C-H 


-OH 

IjOH CHjOH 

Forme D ( 4 ) M Fannie L (-) 

Figure 3,1 Inverses optiques. Cas Ju glyc^raWChyJc. 


La nwMcule de chaque isomdre actjf + represent^ dans respace, ne possfide 
aucune syrrktrie et son inverse optique, qui ne Ini est pas superposable, se presente 
com me son image dans un miroir plan (fig. 3.1). 

Le melange en parties tgalcs de deux antipodes optiques, encore appdes 
inverses optiques ou inaruiomeres, constitue le racimique t isomire inactif par 
compensation mats dtdoublable en ses components actifs. L'opdtation de resolution 
du melange racemique en ses deux enantiomenes est rendue difficile par suite de 
rideotite des propriety de ceuix-ci. On y parvient par divers proc^d^s physiques, 
chimiques ou biologjques : cristaUisation selective, destruction de run des antipodes 
par un mkro-organisme ou une enzyme (les reactions biochimiques sont trfes 
select ives), action d'un r£ actif optique me nt actif conduisant a des composes qui ne 
sont plus 4nanttomQfph©s* 

— Far generalisation, si une moJ6cule renferme n carbones asymetriques, U 
pourra exister au maximum 2" formes actives, pour moitid dextrogyres et pour moitie 
1 6 vo gyres ainsi qne 2 n " 1 melanges racemiques resultant du melange ei parties £pks 
de deux enantiom^res, Toutefois, ces nombres peuvent etre r£duits si Fun des 
isonkres prdsente un plan de symetrie par suite de la repartition particulidre des 
carbones asymetriques. La forme symetrique est optiquement inactive, non dtdou- 
blable ; eile porte le nom de /ome * miso * ou de racemique par constitution. 

Ex. : L T acide tartrique HOGC — CHOH — CHOH — COOH a ses deux carbones 

secondaries asymetriques ; on pievoit done 2 2 = 4 Lsonkres actifs et 2 1 = 2 melanges 
racemiques. En fait ^experience montre qu’iJ n f y a qu* line paire d^nantionkres et k 
melange racemique correspondam, attxqueb il faut ajouter un isomtre m£so non 
actif et non dedoublable car il poss£de un plan de symetrie. 
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— It n est pas possible + a priori, de faire correspondre line fonrmle spatiale on 
en projection avec une forme ldvogyre ou dextrogyre ; autrement dit de corniaitre la 
configuration reelle, absolue, de chaque isonkre. 

Cette determination est realisable rnais ndcessite dans chaque cas un travail 
considerable. Aussi, i p&rtir de configurations absoiues counties, proeMe-t-on par 
correlations, c’est-A-dire en dtablissant la configuration d’nn compost par rapport & 
oelle, dlj& connue, d’un autre gr§ce a des reactions ne faisant pas patliciper les 
liaisons du carbone asym£trique. 

Le comped de reference choisi est le glycdralddhyde CH 2 OH — CHOH — CHD 

possddant un carbone asymdtnque et de configuration absolue contuie, L'isomfcre 
dextrogyre (+), dont k OH du carbone asyutetrique figure A droite dans La formule 
en projection est sytnbolisd £>, Fbomfere kvogyre L, II est possible de passer du 
glyc£rald6hyde A Facide lactique sdon la succession. 




COOH 
H— C — OH 



Acids lattiquc 


a laqtielk ne partidpe pas le carbone asymetrique. L’&cide lactique obtenu est 
l&vogyre (JdtermJnation exp£rimenUle), sa configuration est du type D {OH A 
droite). C'est la I'origine des series D et L utilises en biochimie & propcs des 
isomtres optiques. A ^exception du glyedraldchyde, ces hum nont mam rapport 
avec k signs du pouvoir rotaioire de la substance. 


H. LES STRUCTURES NON CONJUGUEES ET CONJUGUf ES 


Les molecules polyatomiques peuvent etre divides srfidmatiquement en deux 
grandes categories, les molecules non conjugates et les moltcules conjugates, 


A* Les molecules non conjugufe 

Elies son! fonrtees uniquement de liaisons simples, ou tout an moins les doubles 
Matsons et les doublets dkctroniques libres sont separcs les uns des autres par 
plusieuis liaisons simples. Ces molecules peuvent etre consid£r£es comme une 
juxtaposition de liaisons dUttomiques locxilisies dom les caractdrMques, pnkisees 
dam le tableau II, p, 10, demeurent sensiblemern constants. 

Les molecules non conjugates out une structure spatiale qui peut etre 
repidseitke i Faide des valences dirigdes et leur conte nu dnergdtlque peut dtre 
calcule A partir des energies de liaison* 
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L^thanol CH 5 — CH 2 OH est forme de cinq liaisons u C — H, d‘une liaison cr 

C — C, d‘une liaison cr C— O ef d'une liaison <r OH ; sa formule ddvelopp^e spatiale 
et son contenu tnergdtique peuvent etre dilemim^s avec precision, 

Dependant, chaque liaison est influence par les atonies et les radicaux voisins 
qiu modifient plus ou mo ins la repartition du doublet de liaison et par suite la 
polarity. Cette influence, appelde effet inductif, depend k la fob de la nature du 
radical inducteur, de 1’aptitude k subir cette polarisation, c’est^-dire de la polarisabi- 
liti de la liaison et de La distance qui les sdpare, L’effet inductif a pour consequence 
une l£|lre modification de la forme molicuJaire spatiak, preuve d + une certaine 
flexibility du module mokculaire. 

— L’acide monochloracytique Cff 2 Cl— COQH (K a ■ 155.10“ 5 ) est un acide 

phis fort que i’aride antique COOH ( K A - 1 ,8.10“ 5 ) « Par Feffet inductif, le 

chlore attracteur d^iectrons accrolt La polarity des liaisons. Leffet se propage de 
liaison era liaison et conduit k un d£ placement gynyral des yiectrons vers le chlore. La 

liaison O H devient plus polaire, ce qui facilite la prolongation de L'atome 

d’hydrogfene. Le m^rae effet renforcy explique la force croissant e des acides di- et 
trichloracytiques. 



Ac, monodilorMitiqufi Ac. rrichlofaciiiqu* 


L importance de l effet inductif depend de l’atome ou du radical (par rapport k 
i’hydrogyne, les groupe merits NH 2 et OH sont attractifs, les radicaux mithyle, ythyle, 

isopropyl e de plus era plus rtpulsifs) et de la liaison qui va subir la polarisation (les 
liaisons if sont plus polarisables que les liaisons cr r les Electrons £ Lant moins lids dans 
les premieres), 

— - Dans la s^rie des (knvys monochlorfis de l’acide butyrique (qui sont plus 
forts que V acide butyrique) CH 3 — C Hj— CHCJ — COOH, 

CHj—CHCl—CMj COOH, CHjCL-CH^—CH^COOH, ('acidity decroit avec 

ryioignement du chlore. Leffet attractif de oelui-ci est atknuG par un effet d'icran 
des groupements CH 2 . 11 devient pratiqiement nul au-deM de tiob liaisons o% Cela rae 
se produit pas si une double liaison, avec electrons it facilement polarisables, assure 
un relab dans le eoniposy. 


C tt jCl — COO H 
ac. chlorobuljfjiqiw 

= io- s 

CHjO— CH=CH— COOH 
bc. chlarocrKrtojiiique 

k a - 126, tr 5 
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B. Les molecules eonjuguees 

Elies renferment plusieurs doubles Liaisons partant de carbones adjacent* ou 
voisines d’atomes porteurs de doublets libres. Si 1’exemple te plus classique est la 
molecule de ben^toe, des structures conjugates rtsulient ^gakment de la presence 
de certains groupements fonctionnels, 

£l : Le carboxyk — CGOH. 

Dans de tels composts, la Constance de s caraciemliques des liaisons (longueur, 
tnergie, polaritd) ne se retrouvt pirn. Les d if ft rentes liaisons sont interm tdiaires 
e litre les types simple et double, 0 n f y a pas de localisation p riche. 

Leurs Electrons doivent en effet tire rt partis en deux groupes : 

— les electrons cr, localises, formant le squelette des liaisons simples dirigtes ; 

— les Heatons ft, dt loyalists, formant un nuage riparti sur l'enscmble de la 
molecule, le * pool » des Electrons ft. Plus faiblement fixes que les pr6eddeuts, ces 
Electrons ft sont rtsponsables des propnitis p&riteui&rcs de ces moUcuks. 

La repartition des Elections m a de no mb reuses consequences : 

— Les molecules ne peuvent pas toe reprtsentfes par in schema simple avec 
doubles liaisons localises, La molicuk risonne entre diff^ rents schemas, ckst-a-dire 
que sa structure vraie, qui est unique, est intermldiaire entre celies schematises. On 
dit encore qu'il y a « mesomirie * entre elies toutes. 

Parfote* on localise arbitrairement les liaisons en respectant la t^tra valence du 
carbone ou bien, ce qui est preferable, on adopte un symbole conventionnel ou enfin 
on indique les principals families r^sonnantes admises bien que la structure r6elle 
soil unique, intermediate entre ces for mu les misomirts limit es, 


OH 

A 


OH 

X 

| 

in u 

* 





— La repartition des electrons tr sur le nimble de la molecule fail que toute 
modification en un point de cette molecule a pour consequence une redistribution des 
Electrons it et, par suite, une repercussion sur la molecule entifre ; ctest Veffet 
mesomtre, 

— La distribution de ce pool detections tj entraine pour la mokeule, et pour 
chacun des atonies, des proprietes energetiques et reactionneiles particuUires. Ainsi 
une motecule conjugate a une Anergic supdrieure a celle calculce k partir des liaisons 
locaJisCcs. Ce supplement denergie nommd inergie de delocalisation lui confere une 
plus grande stability qui peut toe determines experimentalement (energie de 
resonance). Pour chaque atome, on d^finit un indice de charge electrique mobile 
mesurant la quantity d'electrons u se trotivant autour de lui. Pour chaque liaison U est 
possible dkvaluer in indite de Uahon mobile qui est une traduction du caracfere 
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double partiel de la liaison. Pour une liaison simple v cet indiee est mil, pour une 
liaison double o + tr il est £gal k 1 p pour une liaison C— C du benzene cet indiee vaut 
0 , 46 * 

De nombreux autres indices ont 6x6 d^finis, ils pentiettent d*interpr£ter la 
reactivite et le comportement des molecules conjugufes mais aussi laissent prgvoir de 
grande s possibility^ riactionneUes, 

— EnGiu la eonjugaison des doubles liaisons produit un depkcemeut des 
bandes d'absorptton spectrale de Pultraviolet vers le visible (efftt bath&chr&me} pour 
les £tat| Electron iq tie mem excites. 

En biochimie, k l 1 exception des glue ides, des lipides et des stdroldes (en panic 
seulement), tous ks autres composes ont une structure conjugufe, souvent rafime 
tres fortement, comme e'est le eas pour les porphyrines et les b£t£roeycles azotds. 
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Les protides 


De nombreuses substances telles que lovalbumine, le gluten, rinsuline, 
rhymoglobine, 1'amylase, etc., k priori tr£s d iffy rentes les lines des autres par leur 
repartition et leurs propriytys, possddent cependant un certain nombre de car attires 
commune 

— Presence d 'azote (fa rile ment mis en evidence par action de la chaux sod4e) 
et souvent de soufre, 

— Reactions colordes caractCristiques comme la reaction du biuret ou la 
riactkm xanthoprctiique, 

Ces points communs traduisent une homogeneity de leur structure chimique 
qne eonfirme I’anaiyse cbroraatographique de leur hydrolysat. Dans tous les cas, 
l 1 hydrolyse totale about!* a un melange de composes k structure caractyristique, les 
addes amitth on amino-acides, 

Le terms de protides derigne done ['ensemble des addes amines nature Is et de 
leurs produits de condensation repartis en deux sous-groupes par ordre de complexity 
croissante ; les peptides et les pro Seines. Ces derni^res sent elles-memes subdivis^es 
en holoprotyines formees exclusivement (ou presqtie) par un assemblage decides 
aminds et en heteroproteines constitutes d'acides amines mats aussi de substances 
variyes groupdes en une unity distincte, non protidique, appelife groupemenl 
prosthttique, dont la presence entralne I apparition de propriytys nouvelies. D T ou le 
tableau : 



PSOT1DES 


non by drolysables 
* amino-acides 

hrydraiyublu 




tmononrtres) 

peptidig + fidl&pm&mt 

hiiiropmUms 

- condensation d’acida 

* boloprorimes + 


Airings 

grOupSJtltnt prostdliqar 


Les protides soot des oomposys qoatemaires (C, H, O, N) renfermant h plus 
souvent du soufre. 11s soot de structure complexe, varies, formant gynyralement de 
grosses molecules dont la structure exacte est encore inoomplttement connue dans de 
nombreux cas, 

Les protides soot des constituants essentiels et caractyristiques de la marie re 
vivaote (protide vient du grec protos ~ premier), Ils sont importants quantitative- 
ment car presents dans routes les structures vivantes dont ils constituent la trame (50 
k 80% du poids sec), Ils sont importants quantitative ment car e'est k ce groupe 
qu'appartiennent les enzymes et de nombreuses structures pentiettant I'accomplisse- 
ment de fonctions vitales (regulation, defense, motricity, etc,}. 
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Les acides amines 


I. FORMULE GENERALE 


Un adds amine est, par definition, un compost renter mant dans sa molecule 
une fonction amine et une fonction acide. De plus, pour les acides amines naturels, la 
fonction amine est ggogralemenf sittbe en position a par rapport au carboxyl® ; e’est 
une function amine primaire, 

Les amino-addes natures som done des acides a-amin&s de formuie ggibrale ; 

wu 

It-CH (NH, ) —t OOIl ou R — CH 

COOH 

Une vmgtaine d'entre eux sqnt rencontres de fa^on courante dans Jes 
hydrolysats de protein es. 11s son! appebs acides amines « ordimkes * ou 
* courants * et lusage en bioehimie bur a cons acre un nom commun, g£n£ralement 
h suffLxe * ine », rappeJant fori gin e ou fine des proprfctds. I Is rdpondent h Cette 
formuie gtalralc i deux exceptions pits, la proiittv et Vtiydroxypr&line, beaucoup 
plus rare, qui sunt plutftt dcs immo- acides bicn que la fonctioit azotie ne soft pas une 
inline vraie, mais un beterocyde (noyau pyrrolidine). 

D'autres acides amines naturels de structure plus varide sont exceptionnels ou 
absents dans les protdines, mats presents dans d’autres constituants. lb sont appeles 
addes amines * rares * ou * occasionnels *. 



Fro I Live Hj'drDJLypro lint 

(Pro «» sbr^gg) (Hypro) 


IL PRINCIPAUX ACIDES AMINES NATURELS 


Les addes aitiinds peuwent lire classes d*aprfes la structure et la compkxitd de 
bur chaine latdrale R. Parmi les differentes classifications possibles, I’une des plus 
intdressantes repose sur la polarite et les possibilities d’ionisation de cette chaine. 
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A. Acidts amines ordtoaires 


L H L5T UN RADICAL HYDROCARBON^ APOLAIRE 

Aliphatique, — La glycine (acide a-amirtO-ac6tique on amino-dthanoIqueL 
Cest le plus simple des acides amines pour lequel R - H„ 

Son aotien nom de gjyoocolle, soit « sucre de coUe », rappel le sa saveur sucr^c 
el k fait qu'jl a £t£ isole la premiere fois a partir d un hydrolysat de gelatine. II est 
trfes rdpandu, present dans toutes les prot^itws et abondant dans certaines d'entre 
elks (la fibroine de la soie en contient 40 %). Enfui, de nombreujt d drives de la 
glycine prtsentent tin grand int^rSt bioehimique* 


NH, 

t 

NH* 

/ 

H— CH 

CH,— Of 

A 

\ 

ooph 

COOH 

Gljcjjoc (Gly) 

Alanine (Ala) 


U alanine cu acide n-amino-propionique est Fhomologue superieur de la 
glycine. 

Cost le plus simple des acides amines k iro is atonies de carbone duquel on pent 
Li ire deliver les autres par substitution de divers gronpements a tin hydrog£ne du 
radical mtthyle. L + al»nine est ^galement tr&s rlpandue et son isomfcre p est I’un des 
tares anrino-acides uaturels qui ne soit pas ce. 

La valine, la leucine et l isofeucine, 

L'homologue superieur en C 4 de Falan inc ne se rencontre pas* Les termes en C s 
et soot des amino-acides fort erne nt apolaires, a chainc ramifiee. 


CH a kk> 

CH, COOH 

VaJmc (Val) 


qj, nh^ 

X=H CHy CH 

/ X 

CMj coon 

Leucine (Leu) 


^Nch-^ch 

^Xooh 

Isokuune (I ley 


Tous les trois sont des constituants des protdines, toujours en proportion assez 
faibles, Ces acides a minds, indispensables i la nutrition des animaux supdrieurs et 
don: ils sont incapables de faire la synthese sont qualifies d'amino-acide s esse fine Is ou 
(ndispensubks. Cette notion, com me edits d’oligtkkment et de vitamins, depend de 
Fespdce consid6rde et de la pdriode de d£veloppe mem> 

Aromatique. — La phenylalanine, qui resulte de la substitution tfun radical 
phenyl a un hydrogene de L'alamne est Tun des trois amino-acides aromatiques 
uaturels. 


W-av-cd 


NH, 




OU 


^T^-CHi-CH 






X 


coon 


"coon 

PhenylaLanLue (Phc) 

Cest d gale men t un compost forte me nt apolaire et indispensable* 
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2. R 1ST UNE CHAlNE LATfiRALE PDLAIRE 


La polaritc rt^ulte de rexistence dans R d'une fooction supplcmentaire polaife 
(alcool. thiol , phenol) trap faiblement dissoci£e pour itre consid£r6e comme 
ionisable dam lea conditions normales du milieu cellulaire. 

La tymsiae (p-hydroxyphenylulanine) el le tryptophane (indolalanine) sont les 
deux a u tnes acides amines aromatiques naturals. 




KH, 


OOOH 



TyrMine fTjtf) 


Tryptophajiuc (Tm) {*) 


La presence du noyau aromatique confere k ccs amino- acidcs dies propriety 
physiques et ctlimiques part icu litres (p. 54 et 73). La tyrosine, pr£sente dans la 
plupart des p rot elites, est & i’origine de composes biochimiques importants (hormones 
thyroid iennes, adrenaline, me! a nines). Le tryptophane, tres faiblement polaire, dont 
le nom rappel le su dccouvcrte dans un hyd roly sat trypsique, est ra pi dement delimit 
en milieu adder Generalemcnt present dans les proteines. mats I un taux tres faible* 
LI est indispensable pour les animaux superieurs. 

La striae et la thrtonlne possddent une fonction alcool dans leur molecule, cc 
qui leur permet d'etre esterifkes, en particulier par 1'acide phosphorique. 


HOOn^CH 


NH, MHj 

ch 3 — ch — chT 

COOH OH COOH 


Sprint (Ser) TbrfroniiM (Tint) 

La thr&onine a €t€ le premier acide amin6 reconnu etre indispensable. 
La cysteine et la cystine sont des aminoacides soufr&s. 




hs— ch, 


: c \. 


COOH 
CyitetnE (€yv-SH) 


S— CHj— 


NHj 






Cvstiji* 
(Cys-S-S-Cys) 


OOOH 

NHj 

COOH 
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La cysteine renferme un groupement thiol Qui joue un rdle important dans 
r activity de certaines enzymes. Par oxydation, il y a condensation wee line deuxieme 
molecule pour former la cystine, Le passage d'une forme a Pautre peut etre 
schematise ; 


2 *— SH ** 

forme thiol rfduite 


R-5^-$~M + 2K* + 2tr 
Formt di sid fare oxydir 


II eonsTitue tin systems d’oxydored action cjui devient reversible dans certaines 
conditions. 

Ces deux amino-acides soul des constituents des proteines, ge ne rale men t peu 
abondants. La cystine eutre dans la composition des proteines des tissus de 
protection ; die Lntervient £galement dans la structure des molecules protekjues, les 
pouts disuJfures unman! deux points de ces iru>l£culcs. 

La methionine f dgalement soufrce, est un acide amine indispensable, peu 
abundant dans les proteines. 

nh 2 

CHj— S — CH j— CHj— C m 

V COOH 
Methionine (Met) 

La methionine est stable en milieu akalin contraiiement h la cysteine et a la 
cystine qui sont d6sulfur£es, C est le plus important des acides amines soufr^s, il 
intervient dans de nombreuses syntheses biochimiques comme donneur du groupe- 
menl mithyle. 

Dais ce groupe des acides amines pclaires, il conviendrait d ’a j outer 1 ’hydroxy - 
praline alors que la praline figurerait dans le prtcldent. 


3. R CONTIENT UN GROUPEMENT IONISABLE 

Il pent s’agir d'uit deuxilme earfeoxyle on d’un groupement h caraet^re basique 
(amine 1 guanidine, noyau imidazole). 

Les acides aspartiqae et glutamiqut son! des araino-acides dicarboxyliques 
constituants des proteines : 

NH r 

HOOC— CHj^-CH HOOC— CH^-CHj-C^ 

'COOH x coou 


Adds ftrpftrtlqfitc (Asp) 


Actde glucamtquc (GluJ 


Leurs mono-amides, asparagine (Asp-NH, ou Asn) et glutamine (Glu-NH 2 ou 
Gin) jouent tin rOks esseoticl dans le transport et la mise en reserve die l’azote anting 

avec passage possible i [’ammoniac. 


HjNOC— CHj — CHj“-C 




COOH 

t_r Lu Luo i nr 

(It suffice trie Uiijgne id J’amwlc) 
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L'asparine est plus abondante chez les vegetaux, la glutamine chez les animaux* 
M lysine, i "arginine m I’ histidine som des acidcs amirtds basiques A six afomes 
de carbone d T ou Pandemic denomination de * bases hexoniques ». Tous les trois 
entrent dam la composition des prot£ ines et sent indispensable^ pour Phomme et de 
nombreuses espdees animates. 

La lysine 

NH, 

/ 

H,N~CH, ( Oij ) s -qt (Ly*J 

COOH 


est diamintte, d*oh son caractbre basique. Elle fait d^faut dans quelques prot&nes 
vegetates (seine du Mai's). 


L ’arginine 


NH=C 


/ 


NHj 


\iH— (CH^— CH^ 


NH, 


COOK 


(A**) 


posstde un groupement guanidine qui pent se combiner h Pacide phosphor ique. 
L'arginine phosphate a un role important darn la sxwstf&etton mustulaire chez les 
Inverfobr6g, Elle internets! dans ie cycle de formation de Purde ; les alcalis a diaud 
d£composent d T ailleurs ] ’arginine en urde et ornithine. 


L *hklMine 


HC 

I 

N 








NH 


COOH 


mu) 


renferme un noyau imidazole doite d’une grande rtactivitd 1 cause de sa structure 
dlectroniquc. Ce noyau participe I de nombreuses reactions biochtmiques el A 
plusieurs processus physiologiques (transmission neura-inusculaiie, contraction mus- 
culaire). 


B. Acidcs atnitt£$ fares m occasionnels 
Dans ce groupe peuvent figure r : 

■ — Des a-amino-acides presents seulement dans quelques protdmes et A des 
taux tanfes foibles ou seulement dans quelque organismes, 
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Ei f* : Hydroxyprotine (for mule, page 46) 
Hydmxyiysme 
Acide di&mimpimUque. 


CHOH— (CH 2 ) 



HydroiyLysine 


HjN, 


HOOC 


/ 


CM 


~(CH S ) 



Acide dJjuInQfiraiUfpe 


— E>e$ a-amino-arides ou des formes (3, y amides qui. n’entrent pas dans la 
composition des prot£ines. 


Ex. 


HjN— CHj, — CHi-— OOOH 
P A Lanin e 


ITjN— CH 2 — CHj— CHj — COOH 

Acide T-ajnj(iotHi[yfU)Lije 


/ 


NHj 


0 =C /NHj 

\b~ ( CH. ) j-OH HjN- ( CH ? ) j — CH 

^OOOH ^OOOH 


Citndllne 


Ornithine 


— A la limits on pent mclure des derives datnino-acides. 
Ex. : la thyroxine (hormone thyroidiennej : 



le chbmmphinicoi (antibiotique) et V acide p-aminosa ticytiqu t ou PAS (antifubercu- 
leux) : 


O z N — / * V-CMOH— CH 

CHpH 


^ H - CO C HC U 


H 2 N ^ w y ^COOH 
OH 

Acide p-amLnDMlicyLique 
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Ql. PRGPRIETES PHYSIQUES 


A, Aspect 


Lcs acides amines mm des slides blancs crista llises (fig. 4.1) qui se 
decomposent avant de fond re. 




L; urine 


figure 4.1 Crista ux d'acides amine-s. 


B, SoJubHite 

La solubility aqueuse des acides amines est en rapport avec leur structure 
polaire et depend de plusieurs facteurs doot ; 

— la nature de la c hain e laterale R, en particulier de sa tadle et de sa polarity. 
Ainsi les premiers tenues Eiliphatiques sont bien solubles (glycine, alanine) ; par 
centre la leucine, la tyrosine, la cystine, etc., sont tres peu solubles, dies cristallisent 
spontandment dans les hydrolysate digestifs ou baetyriens et dans r urine dts que leur 
concentration s’eleve ; 

— le pH de la solution. La solubility est minimum au point isoeketrique 

<P- 58) ; 

— k nature et la concentration des ions yventueUement prysents dans la 
solution. 

La solubility dans les solvents organiques est faible, mais varies et permet un 
tract ionuement par les techniques de chromatographic. 


C. Pouvolr rtrtatolri 

Tons les amino-acides nature Is, a I’ exception de la glycine* poss4dent on 
carhone mymitrique : 

v COOH 
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Certains pos&Ment cn plus m carbone asymetrique dam la chaine laterals 
(threonine par exemple), ce qut augmeote le nombre d’isorofcres possibles. 

Les solutions d'acides amin&s sont done optiquement actives, mais k pouvoir 
rotate! re n T a pas d ’application pratique courame oar il change non seule me nt de 
valeur, mats aussi de signe selon les conditions operated res (nature du solvant, pH du 
milieu). Aussi pour repdrer la forme naturelk d'un anuno-actde utilise- t-on les 
donn^es conventionnelles <Mduites du glyc6ratd£hyde par correlation de configura- 
tion (p. 38). ' 

h p p ,o 

\ C-OH C— jOH 

H— C — OH H-i— OH - H-C— NH, -* 

CHjOH 

D gjyctnkiihyde Acidc D laeiique D uminfl-adck L btariirt-nck 

Les variations du pouvoir rotatoire spdcifique de la leucine selon le pH, 
illustrent bien l 1 influence des conditions opdratoires : 

[a] p c = + 14,6* dam une solution d'HCl 1 mol/l 
[ci]J c = — 10,7* dans Teau 

[w]^ c = + 7,6* dam une solution de NaOH 1 mol/l 

Les acides amtn£s nature Is appardennent & la s4rie L, les formes D sont exceptionnel- 
les et se rencontrent surtout chez les baetdries. 

La threonine possede deux centres de durable, il y a, en consequence 4 
isom&res. Les st£r£o-i$om£res natures s’appellent L et D thrtanine, les deux autres 
stereo-i some res se valent attribuer le p re fixe alio ■ 



L Thtf D Thf L alio-Thf D alto-Thr 



D* Absorption ultra vioiette 


Les acides amines pr£sentent une absorption import ante a une longueur d'onde 
infdrieure h 230 nm, mais de plus, certains d h entre eux absorbent entre 250 et 300 nm 
par suite de la structure de leur chaine Jat£rale (fig, 4 + 2). Ce sont surtout le 
triptophans par sou noyau indole (k # 280 nm) et la tyrosine par son noyau phenol 
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(A # 275 nm} qui presemcm Cette purlieu lari le perm ell am des dosages spectrophoto 
mctriques. 



Figure 4.2 Spectres d 'absorptioi] dans J’ultra- 
violer (d'apres P, Desnucllc), 

Solutions dans HCIO. t maltf. I . tryptophane ■ 
2. tyrosine. 


Leg strides amingg aromatiques eentflrent attx protrines dont Us sont deg 
const ituants la propri£t£ d 1 absorber la lumiere ultraviolette pour des longueurs 
d'onde voisines de 280 am. Cette propriety se prete It certaines applications 
analytfcpies, m patticulier la detection en sortie de colonne des protrines en 
chromatographic liquidc. 


IV. PROPRIETES CHIMIQUES 


Ces proprietes sont nombreuses par smite de la presence au sein d'une mime 
molecule d'un car boxy le, d'une fonction amine en position a et d'une chaine latcrule 
plus ou moins complex e. Seules les plus importantes, pour [’analyse ou la suite de 
notre etude, seront envisages. 


A. Ionisation 

Cest une propriety physicochimique esseiitielle car elle conditkmne le compor- 
tement des amino-acides, et par generalisation celui des prot£ines, en solution 
aqueuse selon le pH du milieu. 

1. NOTIONS PIl£ LIMINAI RES 

Sans entreprendre une etude des reactions arido-basiques, il est ndeessaire 
cependant de pr^ciser quelques points. 
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Dans im but de simplification, no us confondrans en premiere approximation : 

— les concentrations molaires ou molariih (nonibre de moles on d’ions- 
gr&mmes pax unit£ de volume) et les activiih schematises (x) f bien que rigaliti ne 
soit vatabte qu*en solution trts diluie, Ce qui revient I dire que nous Sgligerons les 
interactions entre les partieules en solution ; 

— (H + ) et (HjO + ) t en ni gligeant i'hydratation du proton, les ionisations 
m diroulant loujuurs en solution aqueuse. Nous aurons done des relations j 

HjO ?± H + + OH" 
avec {H + ) (OH* )= lO" 14 i 25 ‘C pour i’eau et 


pH = -]g(H*). 

Enifin nous adopterons les definitions de fa iheorie de Brdnsted. 

Seront appeles acides tous les composes capabies de cider un proton et bases 
ions les composis capables de captcr un proton, II en results que, si nous considirons 
la dissociation : 


AH&A~+H + ( 1 ) 

AH est un acide et A~ la base conjuguie de celut-ci. L’ensemble constjtue un couple 
acide-base dans Jequel plus 1'acide sera fort {iqmlibre depiaci vers la droite) plus la 
base conjuguie sera faible et iiivereement. 


Tableau IK. tonsiantes de dissociation* 


Acidc 

St 

Base 

+ 

H* 

tie 

pKa 

HCJ 

5S 

ci- 

+ 

H* 

> 1 

_ 

H.SO, 


HSCV 

+ 

H* 

> 1 

— 

hscv 

S* 

SCV 

+ 

H* 

J x 10* 

1.6 

H,PO t 


H 2 PO,- 

+ 

H* 

to 5 

2 

CHjCOOH 

5S 

CHjCOO" 

+ 

H + 

1.9 x 10- s 

J.S 

M — COOH 

St 

r—coo l 

+ 

H 4 

10 - 4 a io 6 

4 a 6 

H a POr 

5= 

HPO* 2 - 

+ 

H + 

2 x IG 7 

6,8 

HjCOj 


HCOj - 

+ 

H - 

3 x Id 7 


HCO," 


eov 

+ 

H* 

6 x 10 ]l 

10,2 

HP<V 


fo 4 *- 

+ 

H 4 

3 S 6 x 10-M 

12,4 

nh 4 + 


NHj 

4 

H 4 h 

=s j0' ]S 

to 

J?— NHj* 

St 

R^ NHj 

+ 

H* J 





C a H,=0- 

+ 

H* 

10^ h 

1 a 10 

CjHj’— OH 


QH S — O' 

+ 

H* 

a 10- 14 

18 
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Le pK, Si nous reprenons r&quilibre (1) ci-des&us correspondant k un acide 
faible, nous pouvons £crire d'apr&s la kii des equilibres chimiques : 


(A~) (H") 
(AH) 


= K ( (temperature constante) * 


( 2 ) 


Cette constante K fl pent traduire la force de rat acide. K fl est d'autant plus petit que 

I'acide AH est plus faible, moms dissocie. Far analogic avec la notation pH, nous 
pouvons poser pK fl = - lg K fl . Cette nonvelle constante permet de classes k Paide 

de vakuis simples, les acides on Jes acidites pour on acide paly pratique (tableau III). 

Notons que si (A - } = (AH) , c'est-4-dtre I demi-salifi cation pour un acide 
faible, K ( = (H + ) doCt pH = pK^ Le pK a correspond done au pH de demi- 

saiification de l'acide faible par une base forte. 

De plus, la relation (2) pent itre icrim. en passant aux logarithmes, 

1gK, = lg(H*) + Igi^ H I 

s0 * 1 pH - pK - + lB xify ■ 


Cette relation permet un calcul approche du pH d'un melange acide faible 
(AH), base conjugate (A ) t et inversemenl il est possible de ptevoir l’£tat de 
dissociation (on de salification) d'un acide faible connabsant le pH de sa solution. 

Ex. : 

* Pour pH = pK,, - 2* log (a)/ (AH) =-2 m (A") /(AH) - ID” 2 , 
L'acide est sous la forme AH k J % prfcs. 

* Pour pH = pK s - 1, log(A“)/(AH) = - 1 ou (A“)/(AH) =10“*, 
l’acide est sensibkment pour 9/10 sous la forme AH et pour 1/10 sous la forme 
A". 

* Four pH - pKj,, log (A" J / (AH) - 0 ou (A - )/{AH) - 1, c'esMniiTe 
(A-)= (AH). 

* Les tesultats seraient inverses pour pH ■= pK s + 1 puis pK fl + 2. La salifica- 
tion d’un acide faible se realise done k 1 % prfcs entre pK fl — 2 et pK^ + 2. 

Considdroms main tenant une base faible, HHj par exemple, rionisation 
correspond A liquation simplifies : 


NH 3 + HjO r* NH£ + OH” ou NH 3 + H + ^NHJ. 

Base. Acide conjugui, 

11 serait possible par analogic de d^flnir une constante de dissociation basique 
et un pK^ mats cette valeur, d'apres la notion de couple acide- base, n’est pas 
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ind£pendante du pK a de I’acide conjugal On d^montre que : 

soif pK a + pK^ = 14 . 

Cette demiire constante est done inutile f il suffit poor caracfonser complete - 
men! chaque couple de foumir la valeur de son pK d ; ce que nous ferons en 

remplagant dor£navam la notation pK d simplement par pK 


2, LES DEUX IONISATIONS 


Tous les amino-acides possfedent au rnoins deux groupements ionisables. 

Un cArboxyle t dans lequel la liaison OH fortemeni polatre permet la protonisa- 
tion de rhydroglae : 

,o o 


- e~0 n — C —O' + H* 

Acirftc Eiasc eOftjugltfe 

— Une maim dans Laquelle le doublet libre de I' atonic d’ azote pent fixer un 
proton par coord ine nee. 

H h 

l . I + 

-N; + H***— N — H 

ik i 

Base Adds CtNijitjU^ 

II en est de mime avec le groupement = NH des iminoacides, 

Un acide anting en solution pent done se presenter sous trots formes ionises i 
partir de la forme neutre : 

NHj 


COOH 


Anion 
Charge elcciriquc - 1 


NHj 


f— CH^ 





Cation 
Chirp £lectrique +■ I 


NKT 


COO" 

A“ 


ton mbtle dipoLair-e 
ou « zwinerinn * < i«i nitrate ™ 

neulre 


nh; 

COO- 

A £ 


ft — Cl! 


COOti 

A* 


R — CU 
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L’etude des spectres d 1 absorption a montr4 qu’en solution aqueuse pure, un 
acide amin£ est essentiellement sous forme d’ion mixte dipolairc. le rapport I La 
forme non ionise e etant de Ford re de 10 5 . Pans les autres conditions, la proportion 
des trots formes iomsccs depend du pH de la solution. 


3. CAS D S UN AMINO- ACIDE SIMPLE 
(tnono'amimS, mono-carboxyl iq us), 

Ear* : la glycine (fig. 4.3). En milieu forte me nt acide „ pH = 1 par exemple, 
l'acide amine est presque totakment sous la forme de cation A * . Si par addition 
d'une base on dlfeve gradudlement le pH, le cation va e£der successive men t deux 
protons pour passer sous forme d’ion mixte A * puis sous forme d*anion 
A~ pour les pH etevtSs (11-12) : 

Premiere dissociation, entre pH — 1 et pH — 6 : 

nh; uht 

/ *> / 

CHj tfCHj + H' 

\oQH \vO- 

A 1 


Le pH eonespondam exactemem au milieu de la zone hodectrique, 



pK, + pK 2 
2 


est appele pH isroe/ectrique ou pH is&4oaique et symbolise pH r uu pi. Sa valeur pour 
la glycine est de : 


i (2,5 + 9,5) = 6, 


Deuxkme dissociation, entre pH 

mh; 

% 

XW 

A* 


~ 6 et pH - 12 : 


+ H* 


A~ 



Pour la glycine les valeurs des pK sont respectivement : pKj = 2*5 et 
pKj = 9*5. On constate de suite que la function acide est plus forte que l’acide 

adfique pour lequel pK = 4,8 (influence du groupement a-a.min£) et que la fonction 
amine a une basicity mm. De plus, dans toute une dtendue de Fdchelle des pH, plus 
precisement de pK : + 2 = 4,5 oil la fonction acide est pour 99 % sous forme COO - 
et I % sous forme COOH b pK 2 -2 = 73 oil c‘est F inverse pour la fonction amine 
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(NH| 99 % - 1 , Paniino-acide est pour 99 % au rooms k Mat d f ion mists. 

Ce resultat, en accord avec les ttudcs spectrales, met en Evidence une zone dite 
iso&Iectrique on l’aeide amine est essentielieraent sous k forme A ~ electrtquement 
neutre. 



Place dans un champ £lectrique, cet acide amine en solution migrera vers la 
cathode en milieu acidc, vers Pan ode en milieu alcalin et ne se deplace ra pas dans k 
zone i&odlectrique, en particulier au point isodleetrique. 

Tons les ammo-ackles qui n comme k glycine, ne poss&dent que deux 
groupements ionisabJes, ont leur pH* toujours sited attic pH = 5 et 6,5. 11$ sont 
qualifies d’atidm amines neutres. 

Demonstration : 

r _{ **)(“*) f „( A ')( H *) 

1 (a 7 ) - *—wr~ 

K,.K,- au pH, : (A- ) = {A + ) 

l A ; 

K, . Kj = (H + )* soil pH, = j (pKi + pKj). 

Ex. : Les acides aminds apolaires et meme polaires, les autres groupeifients 
Itant irds faibtement dissodds dans ces conditions. 
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4* CAS D UN AMINO- ACIDE MONOAMINE ET D1CARBOXYLIQUE 

Ex, : L 'aade glutamiquc, 

Ilya trois dissociations successives : 



,nh: 


,nr; 


*» HOOC — CK 


4 M 


\ 


-H* 

** 

4 PI* 


COO 


’OOC -*— CH 


- H* 

tj 


OOC—ft— CH 


:h 

\oo- 


A* pK] 


A T pK, 



P*i 


A 2 ' 


Le pHy, correspondent an maximum d’ions mixtes A a + &e situe cette fois e litre 
le$ (Senx dissertations de type acide. Sa valeur dans rexemple choisi (pKj « 2 *2 pour 
le COOH en « t pK^ = 4*25 pour le COOK en o>, pK 2 « 9,7) est de ; 


1(2*2 + 4,25) #3*2. 


II s’agit done d’un compost nettement adds cfou le terme * d'acide » 
glutamique. Id i n’existe pas de zone isotkarique car tea deux acidites sont de forces 
trop voisines (pK fi - pK, # 2 J , 

Demonstration 

2 - 

A + 


v ( A± )(H*) 




(« + ) 


( At ) 


Kz 


au 


pH,: (A + ) - fA- _ J +2(A 3 -) soil 


(A 2 ~)(H-) 

(*") 


Z\ A * ) Kj 


(A*)<H*) M A± ) 

K > = (H A ) («*) 

K. * (H ) v ’ (H + ) 2 


K 

\ - 

(H+)_ K, / 2K ; 

K, (H* ) \ (H + ) 

[Kj = 10- M , (H + ) = 10- w ] 


le teraie 


2K 2 

W) 


est neglige able devant 1 au pH f 
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(H* ) K„ 
K, "(IT) 


J 


(H + ) 2 = K„ . K, 


PH, -^(PK* + PK,). 


5. CAS D’UN AMINQ-ACIDE BASIQUE 

Ex * : Li lysine qui possfcde dew functions amine (en a el en s)- D’ou les trois 
dissociations ; 



Le pH,- se situe, cette fois, k mi-chemin etttrc les deyx dissociations basiques, iJ 
est neuemeni alcalin = 9J5), 

Pout les trots * bases bexooiques », ie caract&re basique ddcroit de r arginine 
(pH r - lO n S n groupcment guanidine) a la Lysine (pH, = 9,75, fonction amine) puis k 

I’histidine (pH r - 7,6, noyau imidazole). 


Demonstration : 

2 -+' 


(H* ) 


K, 


(A-) 


K 2 


(*•)<«*) K -(*:).< H n 


2 4 


2 + 


an pH, 2 ( A 2 4 ) + A" I = (A” ) 


24 


2 (Ht) l A ~ } , (A* ) (H* ) <A*)(*.) 

K, Kj (H + ) 

HE)llE} , <A*)(H») _ (A 1 ) K g 


KiK 2 


K 2 


<H* ) 


■4 V2 




K.K* 


K, 


(H + ) 


m 

*2 


1+2 


(El 

K, 


K, 


(«*) 
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ii+ 

au pH ; ie terme 2| -==- ] est neglige able devant 1 


(H + ) = 10W 

K t = 10-^ la 


pH ” \ (pK, + pK„) . 


6, IMPORTANCE DE LTONISATION 

— Les acides amines sont des ampholytes qui. sekm 3e pH de leur solution par 
rapport i leur pH (S se comporterout comme des abides (donneurs de protons) ou des 

bases (accepteurs de protons) faibles. Poor mi amino- acide donn£, ie milieu est 
acide, neutre ou alcalin seion que le pH est infdrieur* £gal ou supdrieur a son 
pH r . Ce dernier correspond sensiblement au pH de La solution aqueuse pore de 

l 1 acide aming. 

— Dans une solution de pH doting 6gal k 6 par exe tuple* les moMcules d*un 

acide amine neutrc comme la glycine sont sous la Forme A * , electriquernent neutre ; 

+ 

celles d'un amino acide, comme I’acide glutamique sous la forme A 2 ' (charge “ 1) et 

2 + 

celles enfin d’un amino-acide basique comme la lysine sous la forme A ~ (charge 
+ 1), Ces composts pcuvcnt done litre stparts par Les mlthodes de fractionement 
bashes sur Texistence de ces charges (llectrophortee ou chromatographic d b ichange 
dlons). 

— Pour titrer m atide amini il est possible de chercher I doser soit le 
carhoxyle, soit la function amine par alcali-addimltrie sekm les Equations : 


/ 

fl^CH 


NHj 


+ H* cr -» R— 


^^COO- 


r— qtfT 


m; a 


PI 


ou 


COGK 


/ 

R— CH 

\ 


NH) 


Na*GH 


/ 

* H — CH 


NHj 


COO 


^ COO Na' 


+- HjO 14J 


Les variations du pH de la solution en fonction des quantity d 'acide ou de base 
verst es peuvent Itre mesurtes par potentiom&trie (fig. 4.4). 

L’exaunen de la courbc de titration permet de retrouver les caiactlristiques de 
la dissociation et die constate t qu’il n’est pas possible de titrer correctement la plupart 
des amino-acides en milieu aqueux. Les points equivalents correspondent k des pH 
extremes et les zones de vmge sont pen nettes {b ^exception des acides amines 
dicarboxyliqucs ou fortement basiques). Pour conduire b bien un tel dosage, il est 
necessalre de modifier les proprietes ionisantes du milieu de maniere o changer des 
dissociations. Ce rdsultat est obtenu soit par addition d'un large excfes de solvent 
organique (ethanol, acetone)* soit en operant en milieu non aqueux (milieu 
ac£tiqtie). 
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La courbe de titrage de la Figure 4.4 montre que, sans mEthamah les pH aux 
points Equivalents ont des valeurs extremes, se situant eu dehors de la zone 
d 'utilisation de FElectrode de verre en pH-mEtrie, 

Em revanche , la formoi-titration, en abaissant Le pH au point Equivalent pennet 
le dosage des addes attunEs matures par la soude, 

Le methanal en exces se fixe sur la fouction — NHJ de Fion mme. 


+ 


coo- nh, 

V 


+ i ;c^o 
H 


OipM 

X 

COO * N— H 

\ 

CH.OH 

d^riv^ ti dihj'droxyniltJisfW 
dr Ib g Lye me 


Le caractEre acids de La fouction N dihydroxymEthylEe est trEs fortement 
augments, puisque son pK| est egal k 6,2 ; ce qui a pour consequence tfabaisser Le 

pH' du N dihydroxymEthyl glycine I la valeur 4 t 3 et d’amener le point Equivalent 

basique I un pH de fordre de 8, parfaitement detectable en pH-ntEtrie, 
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Figure 4,5 Courbe d e lltrage de I'adde glubmiquc, 

La neutralisation de la foucttoo ~COOH ported par la chainc latf talc, par la sonde est ie seul 
pond Equivalent (V,) ajsEownt dgtectabte «n pH-mtiric. 


— En milieu franchemcnt acide ou alcalin les adds amines mm soli fits pur 
i’une de ieurs fonctions, Les sels alcaJios {Ex. : glycocollate de sodium) sont en 
gtetesl bien solubles et les melanges acide amine, so tide constituent d’excelknts 
tampons utilises en biochimie. Les sels acides, qui sont egalement k la base de 
tampons, sont parfois peu solubles et fadiemeut cristallisables. 

Ex , ; Chlorhydrate d'acide glutamique ou sels d’aeides complexes ; phospho- 
tungstates, etc, 

— ■ Avec tes cations bivalents, Les acides arninds torment des complexes chelates 
plus ou mo ins stables, Cbaque mokcule d'amino-adde est Lide an cation, d'une part 
grace & son carboiyfe par une liaison iontque, d 'autre pan au moyen de son 
graupement a amin£ par une coordiitence. La molteule cMlate L'icm (chelate signifie 
en forme de pince de crabe) et le masque k ses rtectifs. 

£to. i Si Von ajoute une solution d’un sel cuivrique k une solution neutre 
d h amino-acide + il apparait une coloration bleue intense et L'ion Cu 2 + est masque par 
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Figure 4+6 Courbe dc titrate de la lysine., 

La [WutnLisATion dc la fonctiort aNH 2 par 1'ackte chtorhydrique esi !c scut point eqmvakut (V r |) 
aisCmcnt detectable en pHmCtrie, 


formation <Tim complete du type : 


R-CH 


/\ x\ 

-H pf hn-ft 

\y \ / 


Cette propridtd dCrivam du voisitiage des deux functions & r«£U dfcs applications 
analytiques. 


B* Decarboxylation, Besaminatioit 

La perte de chacune des functions caracteristiques pent avoir Ueu s£par£ment 
on simultanemenc 
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L DfiCARBOXYLATIOM 

Les aeides amines son! decarboxyies pour former ties amines primaires selon 
liquation : 

/Hj 

K^C H -4 jR— CH j— NH, + CO, 

\ooh 

Cette reaction se realise par cfcauffage dans un solvent incite ou sons Faction 
d'enzymes tissulaires et bacteriennes (bacteries des fermentations put Tides) : les 
decarboxylases. La specificity diction de ces enzymes est g£n£ra)emen( grande : 
decarboxylation d'un seal atnlno-aeide et plus partieuli^rement d'un st#rdo-isoi»lre T 
g£n£ralement L, 

— In vitro ces enzymes son! utilist-es pour identifier et doser de fa§on 
sp£cifique un amino-acide au sein d'un melange {m£thode guzometrique). 

— In i fvo, 3'importance de ces reactions ttent aux propriety des amines ainsi 
form6es, 

Certaines de ces amines sont doudes tf activity physiologique ou pharmacodyna^ 
unique : histamine provenant de 1’ histidine, tyr amine de la tyrosine, 

D'autres som toxiques, encore que certaines aient 6t6 caracterisdes a Fimdrieur 
d "inclusions cytoplasmiques (ribosomes) : cadavenne d£riv6e de la lysine t putresceine 
de Fomithine. 

Enfin beaucoup intemennent dans les syntheses biochimiques ; dthanokraine 
resultant de la decarboxylation de la serine, p-mereapto^tlylamine ou thiodthanola* 
mine derivant de la cysteine. 


2. D^SAMlHATtON 

La peite de la fonction amine peut £tre d'origine ; 

— chimique. Sous Faction de Facide nitreux il y a formation d’un derive 
diazoique instable qui se decompose avec liberation d’azote et formation d’un acide- 
alcool. 


/ 

R-CH 


Nil, 


\x>OH 


UNO, 


X 

jR—CH 


M=N— OH 


COOH 


* HjO 


Jt-~CHOH-COOH +N, 


Cette reaction permet ie dosage gazometrique de Fazote amine selon la 
methode de Van Siyke ; 

— * enzymatique. Deux types de mecanismes sont alors possibles. 

La tj^srnninution generalement eouplee a une oxydation (d£$aminatUm oxyda- 
tive). Cest in processus de degradation conduisant a Fammoniac et II un acMe 
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a-cdtonique selon liquation schdmatique : 


/ 

R — CH 


,NHj 


\xX)H 


+ 1/2 0, CO-jCOOH + NHj 


Ex. : 


Alanine + 1/2 0 2 -► atide pymvique + NH 3 , 


Eli fait, ]'oxydation ne fait pm intervenit direetement rosygene mais une 
deshydrogenation suivie d'une hydrolyse. 


/ 

R — CH 

\ 


NH-; 


R—C 






OOOH 


- 2 H 


\ 

COOH 

+ HjO 

3 mi no-n tick 


r 


■ R — CO— COOH 4 NK, 


Les enzymes sont des amino-acides oxydases sp^cifiques des formes D ou L et 
parfois de ramino-acide. 

L'enzyme qui joue un tbit fondamental chez de nombreux orpnismcs est La 
glutamate dishy drogfenase qui catalyse la reaction soivante : 

1 

adde L-glutamique +■ H 2 0 + MAD 4 acide a-cetoglutarique + NADH, H + + MH 3 - 

2 

Dans le sens 1 , elk catalyse La domination oxydative du glutamate ; dans le sens 2, 
elk catalyse lamination r6ductrice de L'a-c£toglut&rate. 

Chez certains organismes la glutamate d6$hydrog£nase est une enzyme & 
KADP 4 . 

Iks amino-acides oxydases sont des flavoprotdnes autooxydables, dont Ja 
distribution est non univervelle et dlmportance secondaire. 

La L-amino-acide oxydase est une enzyme & FMN et est sfkcifique des acides 
amines de la s^rie L . 

La /Ramino-acide oxydase est une enzyme a FAD et est spedUque des acides 
amines de la serie D. 

La transamination ou transfert direct du groupement amine a un acide a- 
cetoniquc sous influence des transaminases ou amino-transferases. 

Ex, : 


A Uj nine 


+scide & -c£tog)u laiiq ue 


sddfe glutumique 


ildde pyrLmqiic 


r 

TrflfisfliiiJiwse 

ftuEaraiquc- ou ALAT 

MJHL pyryviqiK ™ 

C Hr-CU + HOOC- ( CH, ) ; ^0-C00H 1 HOO&- (CH^^CK * CHj-CO-COOH 

COOH \oOH 


f riant 


1 1 In 
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H ALAT — *]jmne fimJiW-Snmafdrasc. 
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Ces reactions de transamination interviennent a la fois dans les syntheses et les 
degradations des acides amines naturels, 

Chez les animaux, Ie couple de molecules : acide glutamique et acide a- 
ectoglutarique joue le r&le central dans ie mScanisme de deamination des acides 
amines, 

L'acide a-c^ioglutarique coUecte le groupement anting de la plupart des amino 
acides, l'acide glutairjique qui en r# suite est ddsamine par La L-glutamate deshy drog6- 
nase. 


aastc: 

G-cilugjulamique 



3, DfiSAMINATlON ET DECARBOXYLATION SIMULTANEES 

Sous l 1 influence d'oxydaTUs doux comma Feau oxygen#e, les hypochlorites k 
chaud, les derives renfermant plusieurs caibonyles dans tin cycle T I 1 acide amine est 
d#cait*oxyM et d#samin#< 


KH. 

/ 1 

It— CH 


\ 


COOH 


Q - R — CHO + N Hj + CO, 
Aldehyde ( in — 1 J C 


Parmi les composes permettant cette reaction, le plus utilise est la ninhydrine 
ou hydrate de tiic#tohydrindfcne* 

Dans un premier temp, la reaction aboutit i la formation de ninhydrine 
r£duite ou hydrindantine. 


AAhcg cm nh, 

+ R — CH 


A, 


OK 


\ 


-* It— CHO + NIC, + CO s + 


COOK 



Puis F ammoniac forme, la ninhydrine rdduite et un exc£s de ninhydrine 
reagissent pour former un compos# qui, sous forme #no(ique, est fcmis# k pH = 5,5 et 
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co to re en bleu violet intense. 


im pbotides m 


f^V^CO 



HO 00-^> 

+ m y * 

HO / €0 


-CO L 0 

C— N-jC 

■c^ 


00 - 


+ 3 H,Q 


O- H* 

Pigmenl (forme tnuJi^ueJ 


Cette reaction offre de multiples possibility amlytiques : quaiitativement, eile 
permet une relation aspdcifique des acides amines ; seules la pro line el Fhydroxy- 
proline foumissent une coloration diffdrente, orang6e. Par centre Pidentlication de 
Falddhyde form£ conduit h celle de Famirao-acide, Quantitativement , tous les 
produits de la reaction peuvent 6tre doses, en particular I’intensite de la coloration 
obtenue permet un microdosage colorim^tdque des amino-acides bien qwe cette 
intensity varie Mglremenf selon la nature de Faeide amirtd. 


C. Formation de derives des functions carboxyliques et amin&es 
1 . AMIDIFICAT 10 N 

— Le carboxyle comme famine peuvent fctre amidifiis indhiduellemem. 
Certains composes naturels r^pondent a cette structure. 

Ex. i 

L*asparagfae et la glutamine soul des amides 

L’&dde hippuriqtie, qui reprdsente la forme d Elimination de Facide benzoique, 
est un amide substituc : 


QHjCG— NH— CH f -COOH 

AcinJe Gtycinc 

bcnjoicfuc 

b *adde pantoihtaique, facte ur vitamin ique du groups B s correspond k Famidifi- 
cation de la p-alanine par Faeide dihydroxy dimithylbutyrique : 


H OOC — CH , — C hi, — N li — QC — C HOU- 


GH, 
I ^ 


dp-CHjDH 


CH t 


— La liaison amkk substitute — CO — NH — pent sEtablir entre deux amino- 
acides par Ftntermddiaire du carboxyle de Fun et du groupement a -a mind de F autre. 
Elle est ators appelde liaison peptidique et le produit obtenu peptide, plus 
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pr6clsement dipepdde : 


HjN— ^H--CO — KH— CH — COOH 
\ ; j(. 


RcHtdu 


Unison 


d’amEnO* ptepti- 
itide clique 


Cette liaison peptidique correspond an mode d'enchainement des acides 
amines dans les protides complexes (peptides et protdines). Si elle s’dtablit avec un 
carboxyle ou une function amine situcs dans une autre position (p, e, w), la liaison est 
dite alors peptidoTde. Dans tous les cas, une hydrolyse chimique ou enzymatique 
permet de lib^rcr les acides amines constitute fs« 

La formation d’une liaison peptidique k partir de deux amino-addes n’est pas 
spontande, elle necessite de Penergie, c’est-a-dire une act ivi lion, am moins de Tun des 
groupements. 

» La synthese chimique ne nficessite gen£ralement que Y activation d’une seule 
function. Pour des raisons pratiques, on choisit Pactivat ion du groupement carboxyl!- 
que a condenser ; le groupement activateur etant elimine au corns de la reaction de 
condensation. 

Lors de ['activation comme lors de la condensation, il est indispensable de 
protCge r les groupements qui ne doivent pas rdagir. En particular, avec certains 
derives ; k chauffage conduit & une amidifi cation des deux groupements de chaque 
adde amind aboutissant I un compost cyclque qui ne pent plus rcagir, une 
dketopip^rasine : 




CO—NH 

ft ^x:yi—r 2 


\ 


NH-OC' 


Oirftcipjpd raiine ou 
dipepttdc cyelique 


L'agent protecteur doit 6m facile h fixer, ne pas perturber la synthase 
peptidique et ctrc facile me nt £ limine a 1'issue de k reaction de condensation. 

Cette protection pent concenter, soft les functions amine et carboxyle term ina- 
les, suit des functions parties par les chalnes late rales (amine, carboxyle, thiol, 
guanidine, etc.). 

En rcspectant ces precautions il est actuellement possible dknehainer dans un 
ordre determine un nombre important decides amines et de r 6a User ainsi la synthase 
de peptides et de proteines (p. 81). 

* La synthese biochimjque, qui est un ph£iom6ne essentiel du metabolism© 
ceUuMre, ntaessite non seulement des facteurs dkpport (amino-acides, ions 
miner aux r composes energdtiques) mais aussi des facteurs r£actionnels (enzymes, 
acides nucklques, constituants cell ula ires). 
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— La structure de la liaison peptidique. Cette liaison poss&de qUatre Electrons 
it, deux pour la liaison C=0 el deux representam le doublet libne de 1’atome d ’azote. 
II s’dtabbt un hybride de resonance et la liaison C — N, de type a y eat particllement 
double par une liaison ir (fig, 4.7), le taux de double liaison 6tant d’environ 30% 



forme co'rflltnlf u forme hybrids fgcw <*+* 


Fijjuit 4.7 Structure de !a liaison peptidique. 


pour le C — N et 70 % pour le CO. II en d6ooule plusieurs consequences iniportantes 
pour la structure des peptides el des protdines, 

* La liaison peptidique est stabilise par resonance (£nergie de fordre de 
20 kcal/mol, soil S4 kJ/mol). 

« Les divers atonies de la liaison (C* O, H et N) sont coplanaires, la Libre 
rotation autour de la liaison C — N n'est pas possible sans apport energetique, La 
configuration trans, dans laquelle les forces de repulsion entie les deux atonies de 
carbonc sOnt r£duites F cat done ainsi stabilise. 
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* Les distances inter-atomiques C — N et C-^O correspondent i ce caractire 
hybrids. 

* La liaison peptidique acquiert un caract£ re ionique part id qui accroit la 
mobility de Taiotne d’hydrog&ne. 

La g£om£trie de cette liaison peptidique a d’ailleurs ixi confirmee par des 
mesurcs rad io-cristaJlographiques , 

2. AUTRES DfiRIVfiS 

Nous en visage mns seulement quelques e xem pies. 

— Certains produits mtureis sont des d6riv6s die substitution de la function 
amine. 

Ex. ; La sar cosine est un ddriv6 monomethyJe de la glycine et la glycine betaine 
un ddrivd trim^thyte : 


nh: 

nh;— ch. 

N p — CH, 

4 

4 

X \ 1 

CH, CH, 

\oo 

\oo- 

coo - 

Glycstu? 

Sarcvunc 

Glyarw brflaine 


— La formation du d£riv£ peut permettre d' identifier l acide amint auquel 
appartient le groupement litre. La mdthode consists & faire agir stir un compost 
peptidique un r£actif des groupement? amines on carboxyliques Itbres, L’acide amio£ 
combine au riactif est iso 16 ^ aprfcs hydrolyse, et le ddrivd obtenu identifiC par $cs 
caraaeristiques physiques. 

Ex* : Le groupement amine peut se condenser avec divers derives aromatiques, 
eomute le Lfluoro, 2^t-di nitrobenzene (DNFB) a la temperature ambiante et en 
milieu 16g£rement alcalin : 


op* 


<Z^- F 


m 2 




HOOC 


\ 

/ 



HF 


«i-diitkn»|dienjrEaimno>«oidt 


Le produit obtenu, gfineralement colors en jaune, est decompose en milieu 
forte men t alcalin mats resists assez bien h fhydrolyse adde. II poss£de im spectre 
tf absorption caract£ristique dans le bleu et ['ultraviolet, En fait, le DNFB reagit avec 
tous les groupements amines libres et le? acides diamines conduisent I plusieurs 
diriv£s dinitroph6nyl£s sparables par chromatographic, 

— Le dfiriviS obtenu n’a plus les memes propri^tds que le groupement initial qui 
est ainsi inhibS, protigi on active. 
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Ex, : A la temperature ambiante et en milieu neutre le iormoi en large exc£s 
r£agit sur la fbuction ami ne pour former des derives hydroxymdthylds : 


CHjOH 

/V 

-CHjOH 

COOH 


WlW N*diihydr*jsj , ip|(li3f]4 

l/ion ammonium trisubstitud forme par ionisation permet un dosage par une 
base forte* 

Cette technique a re<gu le norm de formokiimtlon de Sorensen* 

L 1 influence du formal sir la courbe de titration est repitsent^e pour la glycine 
figure 4.4, 

— D* ant res tMriv^s, esters, anhydrides, etc-, soil utilises dans les syntheses 
peptidiques (p, 81). 


D, Propriety des chaines laforales 


— Les chaines lat^rales accroissent ks possibility r^actionnelles des amino- 
acides. 

— Les hydroxyks stkoaMques peuvent e tre estirifih (esters acdtiques, phospho 
riques). En position 0, comme dans la serine et la thr6onijie t ils sent oxydes par le 
periodate en milieu kgferement alcaliu : 

NH, 

/ ' 

If— CHOH— CH * IQ; - If— CHO + CHO -CWH + KK, + lOj 

COOH Addte gljPCiySutpe 


Cette reaction possfede de nombreuses applications aualytiques par suite des 
composes formds, 

— Is presence dVn noyau oromatique modi fie, non seulement les propriety 
optiques (p. 54), mats rend possible des reactions de substitution. Ex , ; Les derives 
iod^s de la tyrosine sent des constituants des hormones thyroidiennes ; les derives 
nitres aromatiques, colorls en Jauoe, partidpent A la reaction ranthoprotdque, 

— Les grau pements thiols sc combine nt avec les cations tourds et foraieot des 
thioesters R — CO— S/? tr&s actifs. Lear degradation par oxydation conduit k m aride 
sulfonique R — S0 3 H. Ex, : L'acide cystdque 


NH, 


ho^s — crq — ch 

uOOH 
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ft son produit de decarboxylation la taurine 

H O jS — € H CM N H-, 

Enfirt cos chaines Lat6 rales donnent lieu a des reactions colorees, plus ou mo ins 
specifiques, qui sont utilis£es pour I s identification des aroino^acides aprfcs chromato- 
graphic et parfois pour leur dosage. 


V. PREPARATION ET ANALYSE DES ACIDES AMINES 


A. Preparation 


Actuellertient un acide amine pur est prepare a partir d un produit naturel 
(proteine) Jorsqu’il est k la fois abondant et facile & isolcr ou syntMtbe par voie 
chimique ou micjobiologique. De nombreux travaux de nutrition ou d’enzymologie 
necessitent I’obtention d'un isomere act if. D ou L, pur. La plupart des operation 
chimiques aboutissam k un compose racemique, il est done necessajne, par des 
operations dries « de resolution » du racemique, d’isoler rune des formes actives. En 
outre, au cours de la synthfcse, il est possible de masquer i’ acide amini en tnduant 
dans m molecule un isotope 0H, J 4 C, J J C, J*O t f N* **„ J k une place d£termin6e ; ce 
qui permet ensuite de le suivre m cours des transformations biochimiques. 


B. FracUonnement des melanges d 'amino- addes 

La separation des acides amines ou de leuts d£riv£s a constitui Fun des 
probkmes analytiques Its plus dif fifties. Les met bodes classiques de precipitation et 
crystallisation fractionnfies, ^extraction par solvants seketifs, n’offrent que des 
possibility try limbecs. Le probkme est maintenant r^solu gr4ce k deux groupes de 
techniques ; F^Jectiophortsc et la chroinatograpbie qui peuvent d’atlleuis £tre 
assoc i£es. 

L'ekcirophorfese, ou ionophor£se dans ce cas, effectn^e dans une cuve k 
com part intents et sur support (papier, acetate de cellulose, gels) permet surtout, 
compte tenu de la dissociation, une separation en groupes : acides ami mis lie litres, 
acides, basiques. 

La chromatographic offre plus de possibility : 

— chromatographic par ^changes d’ions avec Elution isocratique ■ 

— ■ chromatographic par Changes d’ions avec Elution par gradient de pH 
discontitm ; 

— chromatographic par echanges d’ions avec elution par gradient de pH 
coittinu (methods de Moore et Stein et methodcs derivess) ; 
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(Dans cc dernier ats, le fraelionnemeni pent lire suivi d’un dosage colorimetrb 
que ; r ensemble des operations automatisees permet 1' ana lyse quantitative d’un 
melange complete decides amines ids qu’un hydrolysat prolcique.) 

— ehromatographie d’adsorption sur cone he mince (gel de silice) ; 

— chromatograph ie en phase reverse (surtout util [see en CLHP) (*} avec 
Elution isocratique ou par tin gradient de polaritE, 

C* Identification et dosage des acides amines 


Les nkthodes de fractionnement sont utilisables pour 1 'identification des 
amino- acides, mais elks do i vent etre completees par des met hod es chimiques et 
biologiques qui permettem Egalement I ’estimation quantitative. 

Method es gEnErales* — La function acide amino est identifiEe par des reactions 
colorEes. La reaction a la nmhydrine est run des meilleurs examples, elle rTest pas 
toutefok absolument spEcifique pubque les amines et dans certains cas fammoniac 
pen vent conduire I la me me coloration. 

Les mEthodes gEnEraJes de dosage sont pratlquemem toutes emtaehEes dkrteur 
torsqu’on les applique it des melanges et ne permettent alors qu’une Evaluation plus 
ou mo ins a rbitrage - 

Ex. : Dosage de bazote total par la mEthode de Kjeldahl, formoltitration de 
Sorensen, dosage de razote aminE selon la mEthode de Van Slyke, mEthode 
colcuimEirique k la ninhydrine, 

MEthodes partleuikres, — Elies font intervenir soil la structure ehimkjue de la 
chatne latEraie, soil des reactions enzymatiques et permettent en pdneipe d’identifter 
et de doser specifiquement un acide amine dans un melange , 

Les reactions colonies spEcifiques ont perdu de leur irUEret depuis que le 
tract ionnement complet est relativemenf oisE, du moms pour les dosages ear elks 
son! encore utilises pour Ja rEvElation des chromatogrammes, 

Les irkrhodes spectrophotomdtriques dans l’ultraviolet et les dosages enzymati- 
ques tendent k remplacer les techniques microblologiques et isotopiques qui ne sont 
jamais d’un usage ootirant pour les amino-acides. 


Les peptides 


Premier groupe de protides complexes, Les peptides son! des composes naturels 
ou synthEtiques qui rEsultent de renchainement d’un nombre limitE d’acides acninEs 
par des liaisons peptidiques. Les plus importams possEdent un nom eommnn, tnais il 
existe pour tons une nomenclature systEmatique, La designation est Etablie en 


(•) CUtP ; duvnmtograptiM? liqujdc haute pcrformiitce. 
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commen^ant par i’acide amine doit le carboxyle cst engag£ et le groupe merit a- 
amine libre, eo ajoutant k la ratine de son nom le suffixe yL Puis viennent dans 
I'ordre. les autres resides dont les corns sont £gakment modifies ; enfin le dernier, 
pour lequel le groupement carboxylique est libre, conserve son appellation : 

Ei. : Alanyl — leucyl — tyrosyl — valine. 

La nomenclature pent etre simplifiee en utilisam i’abrdviatlon classique 
chaque atide amin£. La Batson peptidique est alors schlmatis6e par uti tlret ou 
fleche dans k sens CO -* NH, les groupements terminaux sont indiques 

et GH(CGGH)* enfin les functions amides et la pouts dtsolfures sont 
representes par les symboles chimiques NH 2 et S — 8. 

J£v. ; 

H— OI>— Vat— Olit— Qlu— Cya— All— Vil— Cys— Her— AlaQH 

1 I I 

mh 2 s — — s 


L STRUCTURE DES PEPTIDES 


La structure des peptides resulte de celle de liaison peptidique (cl p 71, 
fig. 4.7) ; cette Liaison ay ant un caract£re partiel de double liaison, k chains 
peptidique adopte une configuration trails en zig-zag. 



K«idu tminii- 
acyl N Eenntcial 


i 

Figure 4.8 Structure J’un peptide. 


Rfisidu amipio- 
acyl C terminal 


Analyser la structure d'un peptide* e’est determiner $a composition en acides 
amines et dtabltr leur sequence, ckst-i-dire leur mode d’enchaine merit. 

Le s^quengage d*un peptide sera d£cm avec I’dtude de la structure primaire des 
protdines. 
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II. PROPRIETES DES PEPTIDES 


A. Las proprietes physiques 

Ces proprietes sont Intermedia ires entre celles des amino-acides et celles des 
prot ernes, Elies dependent £ la fois de leur table, autrement dif de leur masse 
molaire, et de k nature des acides amines qui les constituent. 

Ce sont des solides b lanes, g&kralemem cristallbables et pins ou moms 
solubles dans I’eau. Ils pk sen tent un caract&re amphokre et possident un point 
bo£lectrique. 

La molecule peptidique renfercne des carbones asynktriques done m pouvolr 
rutatoire, Elie presente dans Fultraviokt une forte bande cJ 1 absorption etnre 180 et 
230 nm, caractdristique de la liaison peptidique et eventue] lenient une seconds bande 
due k la presence de resides aroimtiques, a 280 nm. 


B» Les proprietes chinriques 

Elies sont egaiement Ikes a k composition des peptides. La seule qui soit 
particulierement ink ressante derive de la liaison peptidique : mobilite de Thydrogdne 
et presence d 'electro ns litres qui rendeni possible la formation de complexes. 

En particuJier en milieu alcalin, les liaisons peptidiques torment avec les ions 
cuivriques un complexe violet dans la reaction dim du biuret Si, k une solution de 
peptide, on ajoute de la sonde et une trace de sulfate de cuivre, il se developpe 
rapidement une coloration violacde carackrislique. La reaction eat franc be me nt 
positive & partir des tgtrapeptldes (3 CGNH), ele n'est pas absoluraent sfkeifique 
des peptides car les composes qui possident au moins deux groupements 
CONH, dans leur molecule r£agissent d’une fa$on analogue (biuret, oxamide, 

malonamide), mais Leur presence est except tonnelle. 

Cette reaction coloke commune aux peptides et aux protdines permet un 
dosage colorim^trique de ces composes. 


ID. EXEMPLES DE PEPTIDES 


Si les amino-acides peuvent etre consid£r£$ ooitime des monopeptides, La 
Liaison carackristique n’appara'it qu’avec les dipeptides. Plutot qu a une classification 
c'est a remuneration de quelques exemples qua nous Umiterons noire £tude. 
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• La carnastoe et ranstrine, qui scut des dipeptides extraits du tissu musculaire 
et dont le r&le biologique est encore imprdds (intervention dans les phosphoryla- 
tions), Tous ks deux renter men t de ] 'ala nine ct de ! 'histidine mats, cas exceptionrtds, 
l'alanine est sous sa forme 0, 

Carnosine : p-alanyl-tiMdine, anserine: p-a1anyL-1-m£thy)histidine : 

HjJN — CH 3 — CFi,— CO NH — CH— COOH 

h 

HC=^C 


CulHilK 

* Lc glutathkm est tin tripeptide csscnticllcmcnt cellulaire de repartition tres 
glnyrak, II est compos# de cysteine, adde glutamique et glycine, la liaison acide 
glutamique -> cystdine, se faisant par le carboxyle en y : 



taooc 


LiaLwn Ujiwjn 

\ pcptidQWe peptHSEqu* 

CHj— Ot ; — COt^H— CH — CONH— CNj — COOH 
HjN CH-, 

se 


Par L’mtennddiaire de son groupement thiol, k glutathion symbols^ G — SH 
peut etre oxytk rdversibkmerit : 

2 G — SH G— $ — S— G + 2H + + 2r, 

11 s^agit 1A d’nn veritable systdme d'oxydor^dnction, analogue au systdme 
cysteine *± cystine, tnais plus aettf par suite d’une meillenre solubility et done plus 
grande mobility de 1" hydrogene du groupement thiol Le glutathion est oxyde 
lentement par I'oxygene, mais aussi par le ferricyanure, le 2-6*dich]orophenolindo- 
phenol ; il est reduit par k sulfure d^hydrogene, I'hydrogene naissant ou par voie 
enzymatique* 

m Peptides hornionaux, — II s T agit 5 en particular, d’hormunes hypophysaires 
et panereatiques. Cest la coniparaison des sequences de ces peptides selon Pespdce 
animate et oelle de teurs proprtetes qui a permis dktablir les pnndpaux tesuJiats 
relatifs A la structure primaire (p, 92). 

— La vasopressine el Focytacine post-hypophysaircs sont des nonapeptides 
semLcycliques par un pont distilfure. Leurs structures sont voisines et dans ks deux 
cas le carboxyle terminal est amidifie, Les effets physiologiques sont difterents : 
contractions uterines sous Linfluence de J’ocytodne, augmentation de la pression 


yriqhtE 


trial 



LES PFI0T1DES 79 


art£rielle et cffet anddiur^Lique pour la vasopnessine : 


H-Cys-* Tyt 

5 ik 

^ Oto-NHj 

U — Asp— NKj 
Pro 

I 

Uu 

fety-NKj 

Ocylodne 


H— Cys -** 

? 


t- 

i 

iy-^NU, 
Vasopresainc 


e > u 

Glu^NHj 

t 

Mp — NHj 


jra ou Arg 
GJy — 


— La corticotrophine ou hormone adrdnocorticotrope (ACTH) antehypophy- 
saire est un polypeptide lindaire contenant 39 rdsidus decides a minds, Cette 
hormone determine Fhypertiophie de la giande surrdnale. 

■ — Uinsulme t hormone pancreatique sdcrdtde par les cellules p des Hots de 
Langerhuns, a un clTet hypoglycemiant, C'est un polypeptide de masse molaire 6,000 
qui pent former des polymfcres par association (12.000, 36,000, 48.000) et fait ainsi 
transition avec les protdines. Elle est conskMr&e k ce litre comme la pre mitre 
protdine dont la structure a did entierement ddterminde, La mokcule est constitute 
de 51 residus cfainino-addes groupds en deux chaincs : k chatne A de 21 rdsidus avec 
un pont disulfure et la chalne B de 30 rdsidus. Les deux chames A et B sont flumes 
par des liaisons disuifures et la sequence de chacune d'elles est entkrement connue 
(fig, 4.9). 




Figure 4,9 Structure scMmalique de la mold- 
cute dlDSUllne. 


s 

I 

s 


s 

I 

s 




Chjrtat A 
21 r£iwli» 


Chilst £ 

30 risr-to 


La structure primaire varie sekrn Fespfcce animate consid£r6e ; de plus des 
hydrolyses partieltes out mis en Evidence la possibility de detacher certains residus 
sans perte de racttvitl hypoglycgmiante. 

Les mokeules dinsuline peuvent s'assoder d’abord 2 4 2 par rintemkdiaire de 
cations, Zn Zr t par exemple, puis en unites d'ordre sup£rieur (3 x12.000 ou 
4 x 12.000). II skgit \k d’un premier exemple de complication stmcturale. 

— Le gtucagon, autre hormone pancreatique secretes par les cellules a des 
ilots de Langerhans, est hyperglycemianl. C’est un polypeptide Imeaire compose de 
29 resides. 

* Peptides untibiotiques et toxiques* — Divers organ ismes (backries, moisis&u- 
res, levities, etc.) ikborent des peptides de structures et de proprkks particulieres. 

Au point de vue structural il taut rioter les carackristiques suivantes ; 

— Beaucoup de ces peptides sont cycliques ou senai-cycliques. 
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— Us renferment des acides amines raxes ou de la s£rie D qni soot pa if o is 
associ^s k d’autres composts, 

— Enfin certains peptides sont constitute par la polymerisation d'un seul 
amino-acide. 

An point de vue effet, les uns sont de v£ri tables toxines, d’autres sont des 
antibiotiques, ils inhibent la croissance et la multiplication de micro-organUmes 
(pouvoir bact£rio$tatique) on les detriment (pouvoir bactericide). 

Ear, : 

— La phaltoidine, extraite de TAmanite phatloide est un peptide cydique 
coinprenant sept residue dont certains correspondent i des acides amines rares. Ce 
peptide est trfes toxique, 50 pg tuent une suuris. Les amandines extraites de la mline 
esp£ee son dgalement des peptides. 

— Les acides po ty - D-gluiamiq ues, prod u its de polycondensation de Tackle D- 
glntamiqne, dont la masse moiaire peut atteindre 100,000 se reneontrent eftez les 
bact£ries dn genre Bacillus, en particular dans les capsules de Bacillus anthracis* 

— Les peptides a activite antibiotique sont nombreux et classes scion lenr 
origine en difftrents groupes. Les gr amici dines, tyrocidines, baritracines, polymyxi- 
nes sont des cyclopeptides, 

LOrs -» LLcu 
L Val P 

LTyr 

L^ilu L 

'L'te? *- DPfi 

Tyjocklbe A (Uea Brevis} 

CycbJtopeplIque 

Les actinomydnes soul des hitiropeptides car, en plus de La fraction 
peptidique, dies renferment wn groups chromophore rouge non peptidique et font 
transition avec d’auties antibiotiques, do type pgnkrUine par exemple : 

Fraction pefHdkpe communt 

VaMdc 


Penicillins G 

* Peptides btUMteurs, — Un certain nombre de peptides sont libdris lors de 
[’activation d’enzymes, Ainsi le trypsinogine pancr^atique est active en trypsine an 
contact de celle-ci on de i'entdokinase selon le schdma : 

Trypsi nogine itmetif -* trypsi nc acti ve + hexapeptide 

T 

Em fro kinase 
ou trypsi ne , 
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1] en est de mime de ['activation du pepsinoglnc et du chymotry psmog£ne , 
seules les fractions liberies sod! diff^rentes. On peat egalement rapprocher de ces 
exemples La transformation du fibrinog£ne en fibrine sous Faction de La thrombase 
avec liberation de fragments peptidiques, 11 s'agit dans tous ces cas de proteolyses 
partieUes. 

* Divers. — Des structures peptidiques se retrouvent dans certains composes 
qui ne son! pas toutefois de vdritables peptides. 

Ex* lAJcaloides de Fergot du seigle (Ciaviceps purpurea) ; acide pantothlnique 
(fact ear vitamin ique du groupe B), etc. 

* L'aspartam est un dipeptide de synthlse T ay ant un pouvoir sucrant important, 
utilisd comme ddulcorant ; c’est F as party l-phdnyl alanine methyl ester. 


N H , H -CO-N H— C H— CO— O— CHj 
CKj 

idOR 


Aspaiftm 



IV, LA SYNTHESE CHIMIQUE DES PEPTIDES 


La synthlse chimique des peptides a longtemps achoppl sur le caractlre non 
univoque de la reaction de syutMse d’une Liaison peptidique et sur la ndcessitd 
d'activer au moins Fun des deux groupements d'atomes qui parfidpeut & la reaction. 

La technique de Merri field se caractlrise par une synthftse rlaltsle sur cotonne. 
La chaine peptidique eo voie de croissance Itaut GLxle sur un support solide, et par 
^incorporation decides a minds prlsentant la fonction carbosyle acti vee, la fonction 
amine masqule et la chains latdrale IventueLlement protegee, 

1. LA PREPARATION DES ACIDES AMINES 

Les chaiaes laterales de certains abdes amines soul protegees a fin die les 
inactive chimiquemeni : la fonction eNH ? de la lysine est adtylle, les fo net ions SH 

de la cysteine et C(X>H de Fadde aspartique et de i’acide glutamique sont 
estlrifiies, la fonction guanidique de Farginine est nitride. 
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l. LA PREPARATION DES GRQUPEMENTS COOH ET aNH 2 

Le groupement carboxyl e de I’acide amirnS est active sous forme (Pester riaetif 
(esters methylique ou d'akools plus complexes) 

HjN— CH-CO— OY 
Jt 

ou sous forme d’azide 


Hjl't— CH—CO — Nj, 

£n revanche, le groupement oNH 2 est masque par des radkaux acyle ou oxycarbo 
nyle. 

X —C— NH— C1H -COO H sm X— O— C— NK— CH— COOH 

A i \ A T 

3. LE5 REACTION? DE CONDENSATION 

Imaginons, a litre d'exemple, que Pon fosse la synthese du tripeptide 

NH.-CH -CO. . NH *CH -CO~ NH— CH— COOH 

L I I I 

R i ^3 

Les adties amines oat et£ prepares sous la forme sutv&nte : 

X-C-HK - C H— CO— Q— V ( 

protection de activatbon de la ftiMtien csrtoijrte 

La fo nctiaiii 
uniat 

La premiere condensation est realistic en couplant Pacide anting C-terminal I la 
rising portcusc- 

Cette rising se presents sous forme de granules de polystyrene sur lesquelles 
ont etd greffes des groupenients reactifs destines k la fixation du peptide. 

Les grains solides se pr&entent sous forme de peiites spheres de 10 k SO pm de 
diametre sur lesquelles on pent fixer de 0,05 k 0,5 millimole par gramme. 
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La premiere condensation est fade pour tier 1'acide amine qui sera en position C- 
ternrtinale dans le peptide. 



La colonne est en suite lavfc de fa$on a eliminer Fexofes des substances rdagissantes et 
Les produits formas. 

La fonction amine de 1’actde amind fixd est exposde en ddmasqnant le 
groupement protecteur : 



Bien sur, chaque operation est suivie d’un lavage de la colonne, destine 4 
purifier le produit intermedia ire forme, 
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Le cou plage avec le T acide amine est rendu possible pax la reactivation de la 
fonctkm amine du l cr acide amin£ et F activation de la fonction carboxylc du second. 



x— C-NH— c 

T i, 

La fonction amine est demasqutie i 


H — CH--OQ— NH— CH— CO — O— CH 



X^-C— N H — C H — CO — N H — CH — cq — O— CH 


J_^H— CO— NH— <jH- 
0 i ? 3 R s 

HjO 



3 

■ X — ^ — OH +r\ 

HjN — Qt — CO— NH-~CH — 00 — O — CHj — ^ 


*2 


Fixation do 3 e acide anting 


X — € — NH — C H — CO O Y , ,■ H 7 N — CH— CO NH— CH— OO—Q— CHi 

T h, Y i i. 


y oh 






H,0 

X—C — OH 

& 


a 


T 


H^N— £H— CO^-HH— CH— CQ--NH--CH--CQ— D--CH* 

ji s 


KoHi 


£ 


A— H— CH -CO - pj H— -C H — CO — N H — CH— 03-^0 — CH, Q V— ^ 






m pfloriDEs k 


puis le peptide est ddtaehe du support par hydrolyse de la liaison ester qui l’y fixe : 


HjN — CH — CO— NH—CH — CO— MH — CH — CO — O — CH : -tfyVJ 


i 


i 







-/cm 


\^/ I 


Toutes ces operations out pu §tre automatizes ; et Ton a pu realise r selon ce precede 
la synthase de plusieurs peptides ftormonaux hypophysaires. 

L’obtention de longs peptides a £t£ rendue possible en raccordant entrc tux des 
peptides de 10 k 20 rtfsidus decides amines. 


La structure prottfque 


Les peptides et Jes protdines sent des composes constitu6s par un mchatnement 
difini decides amines Zunis par des liaisons peptidiques, Cette conception, qui 
semble Evidence de no® jours est, en fait, one acquisition rclativement rdeeitte qui 
result e en particulier des travaux analyttques de Sanger (1944). Cet enchainement ou 
cfldine peptidique, lindaire dans sa forme la plus fr£quente » posside k urn extremity 
un groupement a-amind ILbrt dit N-terminaJ, qui figure par convention i gauche de la 
fortmile, et a Pauire extremis un grouperotni o-carboxylique dit C-rermimL 


HjN-at^CONH-CH— conh-ch^cc 

k *. ! *, 




-04 — OOOH 
1 

*. ~ 


Groupemcnt Liaison Rfesidu Croupe men I 

N ten nu iaf pefHitli^ue d'antino-i^db C termLn»| 


De nombreuses preuves expdrinientales sont venues confirmer J 'existence de 
cette structure. Par example ; 

— L’hydrolyse partielle d’une proteine libfere des perils peptides dont la 
structure est tdentique aux products prdpards par synthase. 

— Les spectres d'absorption dans I'infrarouge et Pultr a violet ainsi que les 
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phlncmfenes de diffraction des rayons X caractl ristiques de la liaison peptidique ont 
Itl retrouvds pour les ctmines peptidiques, 

— Le nombre de functions ambles et carboxyliques titrabtes, initiafement tres 
faible dans la charite peptidique saccroit au fur et i me sure de rhydrolyse coi'ncidant 
d’ailleurs awe la liberation rPaeitfes amines, 

— Certabes molecules out It 6 syntMtisdes en totality . 

11 est facile de prevoir one grande diversity 4m composes protliques selon : 

— le nombre total des rlsidus (deux, dix, cinquante, quelques cental nes) ; 

— k nature et le nombre de chaque type de risidu present dans la moldcule 
(4 Ala, lOGly, 2 Val, ...) ; 

— la succession de ces residus ou sequence des aeides amines 
(Gly— Ala— Glu— Val ou AJa— Val— Glu-Gly) [ 

— les complications structural^ aboutissant a des formes cy cliques, semi- 
cydiques (par combi naison d un groupement terminal avec une chaine latlrale ou 
avec I’autre groupement terminal) ou plus complexes (par interaction entre les 
diffl rentes c harries latdrales) 

L’ltude de cette structure va nous permettre de Reiser ces differents facteurs. 
Elle nlce-ssite I'obtemion du compos! k i’ltat pur et reprlsente un travail analytique 
considerable basl sur des mlthodes souvent complexes. Nos ccnnaissances dans ce 
domaine se son! conside rablement accrues depuis rautomatisation des techniques qui 
a permiss tin travail plus rapide, plus precis et nlccssitant sculement tres pen de 
protline. 


L LA STRUCTURE PRIM AIRE 


La structure primaire des protdines est reprlsentle par la sequence des acides 
aminis, sa determination se fait selon les mlthodes classiques de ['analyse biochimi- 
que, ou bleu en utilisant des mlthodes automatisles. 


A* La composition en acides amines 

La determination de la nature exacte et des proportions de chacurt des amino- 
acid^ oonstitutife ndeessite une hydrolyse male. Cext glnlratement une hydrolyse 
aerde, I'hydrolyse enzymatique 6tant rare me nt totals et l 1 hydrolyse alcattne, bleu que 
rapide, provoquant beaucoup d'altlrations et de remaniements structuraux, L’opdra- 
tion est difficile et doit lire real isle par des moyens Inergjques (HO 5,7 k 6 rool/l A 
reflux au bain d huile A 125 *C ou en tube scelli i 1U5-110 ‘C, sous vide ou sous 
atmosphere inerte pour reduire les alterations, pendant une durle moyenne de vingt- 
quatre heures) ■ la quantity de substance soumise k I 1 hydrolyse est faible, 0,5 k 1 % 
de cede de Facide. Au cours de La reaction, certains amino-acides font ddtrutts 
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(tryptophane), d + autTes son! partiellcmcnt decomposes on racennses, enlln cerlaines 
liaisons resistent, d T ou la necessiLe d'adapter des variances opfiratoires aux cas 
particiiliers. 

L'identificatlon et le dosage des acides amines ainsi libels sont realises par les 
differences rnkthodes 4voqu4es & leur propos (p. 74). Les resultats sont e values soil ; 

— en pourcentage ponderal (grammes d’aeide ainind pom 100 g de proteme 
pure) ; 

— en nombre de rlsidus dans une masse arbitral re de 1,000 on 10.000 g ; 

— en nombre de residus dans une molecule quand la masse molaire a ete 

ddterminde. II est possible abrs de dresser une formule brute du type : Ala 3, Arg 3, 
Asp 2, G1u5, GIy3, His 1 


B* La masse moleculaire 


Son mode de determination depend de sa valeur. Poor les petites molecules, les 
mdthodes physieochimiques dassiques (cryoscopiques) sont utilisables. Elies ne le 
sont plus pour les macro molecules prot^iques car ou been la proteme ne pent pas etre 
placde dans les conditions n4eessaircs (trop peu soluble par cxemple), ou bien les 
grandeurs I mesurer sont Prop foibles (de 1’ordre tie 1CT 1 & 10" ^ tlegr4 pour la 
mgthode cryoscopique). II faut alors utilise r d’autres methodes. 

— L’utie des methodes chimiques consists & (loser avee prddsion I'acide amin4 
present dans la molecule an taux le plus faibk. Comme celle-ci renferme an mo ins un 
r4sidu de ramino-aride on en deduit une masse moitcuiaine minimum* La masse 
mol^culaire r4elle correspond, gdneralement, a un multiple de cette valeur du fait 
qtie le r6$idu est rarement unique. 

Ex , ; Si l h analyse d’une prot4ine revele que le taux le plus faible est de 0,4 % 
pour le tryptophane (masse molaire 304 g), 

1 g de tryptophane est done contenu dans 100/0,4 ■=. 2 JO g de proteine et 
I mole, soit 304 g, correspond k 250 x 304 = 76,000 g. Valeur qui repr4sente la 
masse moLatre minimum, 

— Les methodes physiques decoulent des propri£ts5s physiques des solutions 
prot&ques et ser out &tudi&s & ee propos. II Taut noter, dependant, que la grandeur 
mesur&e est li4e a k taille des particules en solution, St celles-ei sont homog4nes et 
monomokculaires, le rbsultat correspond effectivement a la masse moleeukire, Dans 
les autres cas, le r£sultat , gdn4ralement variable d une methode k I’ autre, repiksente 
un multiple de la masse mokcukire vrate. 

De toute fa$on, ces differences techniques laissent une incertitude souvent 
voisine de 10 $&. 

— Les methodes chromatographiques et electropboretiques sont fondles sur la 
migration des protdines dans on sollde poreiix. Le tamisage mokeniaire est une 
chromatograph le dans LaqueUe la phase stationnaire est un gel reticuk. Cette 
technique permet la determination des masses mokculaires, ear les particules 
s4 parses sont dikes en raison inverse de leur masse ; le volume dilution est d’auiant 
plus grand que la masse tnokculaire est faible. La colonne est caiibree & I’ aide de 
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prot6ines pures de masses molfculaiies connues, pais Les prmCines 4 6tudler scat 
chromatograph i£e$ 4 leur tour* 

Lklectrophor&se en gel de polyacrylamide avee SDS (sodium dcxfgcyle sulfate) 
est une technique dans laquelle les mobilities electro phonetiques des protdines sont 
rendues sensiblement e gales ; dans ces conditions, Le deplacement, sous i’efTet du 
champ eketrique applique, au sein du gel est fo notion de la masse mokculaire de La 
prot£ine et de sa forme , 

Ces mgthodes sont rap ides, mais relativement impr^ejses, 

— Les rtauluts sont extreme men t varies ; ils vont de 132, masse molaire du 
dipeptide glyeyl-glyeine, k des masses moiiculaires de 10 6 daitons et plus. Sur ces 
vaieurs sont Stabiles les coupures, toutes arbitraires, de la classification des protides , 
Les peptides, composes dialysant au travels d’une membrane de cellophane, 
ont une masse mokculatre ioferieure & 10 000 daltons, ce qui correspond 4 moins de 
100 residus d acides amines. On parle d' oligopeptides pour ceux renfermant moins de 
IQ r^sidus et de polypeptides pour les autres, 

Les proteiaes, composts macromokculaires de masse mokculaire sup£rieure 4 
10 4 daltons, resultent de k condensation d un nombre <§lev4 de molecules dkeides 
amines, plus de cent, parfois plusieurs centaines. 


Ex , : 

Rmobuckase +■+■+■+■+■ BB ,+*i BB ^ BBBBB i, B ^ BB - B ^ BB - BBBB - BBB i, BBBBB , ,■■■■■ ■■■■■, 

Myoglobine — — 

Tiypsuie , + ■>, , &■ , »■ , * * . , . * . +■+■«■, ,++,11 * # B , n ,** e , * , + , h , ,, , ^ , 

Ovalburame * 

rumalbumi ne B , h ■ T , *■■,*<,+»* « ,, ■ + 1 - , b ** b *=* B j >-,+■+■ , *■,,*,, +■-!+, +■-! * * + , + ■ ,, 

F ibnnogfene - - r ■ 1 B - B * B , ►, + j-*-,*"*,*,"* i--***-*!-" *■■*•■■*■■** ,* ■■«■•■■** 

Urdase 

H^imH.'yuitiiic B > > B . . . ,, , ■ + , + . . i+ b + b *i tb b , , , B , B ■» ,» B + B +d + B + . + ■ + , + , B 

Dans tin certain nombre de cas, en particulier pour des prot&nes enzymatiques, 
la masse molecukire mesuree correspond 4 un assemblage de sous-unit£s par des 
liaisons non eovalentes et selon un mode sp^ciflque (p, 100), C7est en left la * masse 
moleculaire » de L 5 unit£ biologiquement fonctionnelle. 


12700 dal 
17000 dal 
24000 dal 
44 000 dal 
69 000 dal 
330 000 dal 
480 000 dal 
l 000 000 dal 


C, Les groupements fcerminaux libres 

Leir existence et leur nombre permettent de oonnaltie la forme mokculaire 
dmne chame peptidique (lindairc, semi-cy clique, cyclique) ou le nombre de chames 
constituant une molecule de protdine, 

U M£THODES CHIM1QUES 

Elies consistent 4 preparer, 4 panir du peptide ou de la proteine, un derive 
caractdristique de la fonction amiike ou carhoxylique, 4 isolcr ce dlrivd puis 4 
■'identifier et 4 le dcser. 
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— h'anderme mStkode de Sanger permet d 1 identifier les rcsidus N-terminaux. 
La prot^me est trait^e en milieu Legtirement alcalin par une solution alcoolique de 
dinitrofluorobenz&ne (DNFB) qui riagit sur les groupements amines litres scion 
liquation d£crite, p. 72. Le DNP peptide, on le DNP prottine, obtenu, g£n£raJement 
insoluble, est isoM, purifid puis hydrotysd en milieu aside, Les DNP amino-addes 
soilt extraits de Phydioiysat par Father, identifies et dos£s par chromatographic el 
spectrophoromdtrie. La mlthode est, en fait, un pen plus complexe par suite de la 
presence d’acides amines basiques ft groupements NH 2 libres et d'une hydrolyse 

partidle des DNP araino-acides, De plus, il est impossible de proc6der par 
rdcurrence piiisque F hydrolyse fragments le compost prot£Lque. 

— La mithade cf Edman, plus r^cente, permet au contraire une analyse par 
recurrence Bile a etc au lomatisee dans un appareil congu par Fauteur de la mithode, 
le « Seqnenator », qui aceel&re considerablement les operations et ameliore le 
retsdement en eliminant certains artefacts (p. 91). Dans cette mfcthode, le groups 
tnent N terminal est condense en milieu alcalin avec le phenylisotliiocyauate pour 
former un peptide N-phlnyl thiocarbamyle. 

En milieu acide, il se produit une cyclisation avec rupture de la liaison 
peptidique et liberation d ! un phdnylthiohydamome-amino-acide (PTH amino-acide) 
que Fon peut isoler, puis farilemetu identifier par chromatographic et doser par 

spectrophotomctrie* 


C«$ 


OH" 

+ li,N — CH— CQNH— CH---— * 

Jf, It 


Wj nlsidiLE 


11,-CH-CONH— CH- 

4 

NH NH— C*H, 


tf.-CH- CO 

- I ! 


+ tf,N— CH^ 
\ 


PTH amino-aride S 


HN ISk-C,H s 

V 

c*-u 


cycle. 


La chaine peptidique 4 (n - l ) residue peut alors ctre engager dans un nouveau 


2. METHODES ENZYMATIQUES 

Les exopeptidases sont des enzymes qui catalysent sptcifiquement la liberation 
par hydrolyse des resides terminaux d’une chaine peptidique, Les car boxy peptidases 
(A et B) panergatiques attaquent Les extremity C tenuinaks. La leucine aminopepti- 


jri£ 
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daae, extniite du rein, hydrolyse les liaisons N terminates de tous les L amino-acides k 
Fexception de la proline. 

— CON'H— CH— CONH— CH— COOH + y -CONH— CK^COOH + H : N— CH— COOH 

A, - ! K I 

n residua (n-1) residua A, A. terminal 

L’adde amine lib^re est extrait et identify, L T enzyme petit d'aiileurs pouisuivre 
son action sur la chain e a (n-1) residua, oe qui permet d ’identifier les trots ou 
quatre dermers r&idus par recurrence, Toutefois, les conditions de Fhydrolyse 
varieot beaucoup selon la nature de 1‘aade amind terminal. 


D* La sequence des acides amines 
a. Les methndes trad itio line lies 

Connaissant la formule brute et les groups merits terminal]*, il reste h 
determiner la succession des acides amines dans la chalne peptidique* La rrtethode 
consiste A rCaliser des hydrolyses part idles, pour decoupe r la molecule en pents 
fragments, di, tri T t&rapeptide sur lesquels il est possible de determiner la sequence 
grace aux techniques pr£cedentes, La comparaison et 1'assemblage des divers 
fragments permet de reconstituer la sequence initiate. 

Soil un hexapeptide de formule brute A, fi 2f C, D, F, La ntetbode de Sanger 

permet de rondure que le groupement a-amind terminal apparttent A Famino-aride 
A, la carboxy peptidase dfrache Facide amirte B puis le P. Nous pouvons done Ini 
attribuer la formule : A-{B, C t E)-D-B> 

L'hydrolyse partielle libere des dipeptides de structure A-C, C-B, E-D t D-B et 
des tripeptides C-B-E et B-E-D, Si nous assemblons ccs fragments eoimme un 
« puzzle », la sequence se trouve ainsi d£tcrmin£e : 

AC 

C-B-E-D 

D-B 

C-B-E 

B-E-D 

A-C-B-E-D-B 

Les hydrolyses chimiques partieiks sent r€alis£es en abaissant la temperature, 
la concentration du r^actif ou la dur£e du chauffage. Le nombre de fragments 
obtenus est generalemenl eleve. 

Les hydrolyses partielles emymatiques rtecessitent [’utilisation d’enzymes ram- 
pant les liaisons peptidiques k Finterieur des chaines (tndopeptidases) contrairement 
aux exo peptidases. Leur action est* de plus, asscz spdcifique d un type de liaison, 
F.x. : La pepsine sdnde pr^ferentiellement les liaisons induant la fonction 
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amine de la tyrosine on de la phenylalanine. La trypsine coupe sp€cifiquement lets 
liaisons arginyl et lysyl ; 

— Afg— Ak— — Lyi— Ata— 

I t 

Trypsine Trypsine 

b. Les m££hodes automatizes 

Ces methodes sent Fondees sur la reaction d’ Ed mail (p. 89). L’acide amine N 
terminal rgagit avec le phenylisothiocyanate, ie PTH amino-acide qui en results est 
identify puis la chalne pepti clique, amputee de son extrdmitd N terminals est trait6e 
a son tour scion cette technique. 

Tonies les operations sent r£ alis£es automatiquement par des appareils uppers 
s^queuceurs. 

Cette technique ne s’appliquc qu’& des oligopeptides de Fordre d’une quinzaine 
decides amines. 

II n'est gu£re possible de traiter des peptides plus longs, en effet, la reaction 
n’est pas rigoureusement tot ale, de sorte que, tr£s rapidement ii s’installe une 
desynchronisation qui brouille les r£sultats. 

L 1 ana lyse de la sequence des protCines requiert une fragmentation prdalable 
des longues chalnes peptidiques en oligopeptides. 

Les coupures mtracatenaires peuvent Ctre rtSalisdes par vote enzymatique 
(coupure a la trypsine par esemple) ou par vole chimique 

Par cette denuftre voie, on pent utiliser le bromure de cyanog&ae (BrCN) qui 
coupe les Liaisons peptidiques dans lesquelles sont engages les groupements carboxyle 
des r£sidus de methionine. 

Get acide a mind dtant peu reprdsent£, le nombre de ooupures, par moldcule 
prot6ique, est limits. 

c. Les mfthodes de s^quen^age fondles sur le grille g£n4tique 

Le sequence d un ADN est beaucoup plus facile i r&aliser que celui d’une 
prot£ine (p. 213). L 

Parian! de cette idle, on va* dans un premier temps* isoler le morceau d + ADN 
qui coders la protline k Itudier. 

Les mithodes de glide glnltique qui pemnettent de doner et d 1 isoler nn gene 
ne seront pas dtcrites* dies sortent du cadre de cet ouvruge, 

Le fragment d’ADN est sdquend ; connaJssant le code g£n£tique, c estA-dire 
la correspondence distant entire un triplet de bases de FADN et un acide aminl de la 
protline, on dlduit la structure primairc protdique de la sequence de I’ acide 
nudOlque. 


E» Resultats 

La structure primaire complete, d'abord determines sur I’insuline, dont la 
molecule est formic de deux chalnes (chalne A 21 resides, chalne 5 30 rtsidus)* est 
maintenant connue : 
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— pour les oligopeptides et de nombrem polypeptides (hormones en particu- 
lar) ; 

— pour des prot£ines ; ribo nuclease, lysozyme, cytochrome C, proclitic du 
vims 4c la mosalquc du tabic, friction profeique de la myogjobine et de 
rhdmoglobine ou globine, etc. 

Ex. : La globine de rtkmoglobine humaine normals cst constitute par quatre 
chaines. deux chaines a de 141 rtsldus et deux chaines p de 146 rtsidus dont les 
sequences sont contuses* 

Ces rtsultats sont encore fragmentaires ; il faut tontefois Jeur ajouter la 
connaissanoe de nombreuses sequences part idles. 

A partir de ces exempts co turns, il nous e$t possible de ckgager quelques 
conclusions. 

— Dins les molecules de polypeptides et de profeincs les different* acides 
aminis ordinal res sqm generalement presents. Mais alors que certains sont abondants 
(alanine, acide glutamique, etc.), d'autres ne sont que faiblement rcprdscntes 
(threonine, methionine, etc.). 

— Les amino acides sont rdpartis dans les chaines peptidiques sans aucune 
periodic^, il n'y a pas repetition d’un motM de base. 

— Les diffdreittes molecules d'une protdne provenant d une espece donnde 
presents nt ton jours la mime sequence. XI faut done admettre Inexistence d'un controle 
tors de la formation de cette sequence et la transmission de ce contrite h la 
descendance. Ce contrdie permanent est done stable et hereditaire, 

— Les rdsidus n f ont pas tons la ntditic importance ni le m£me rile dans la 
chaine peptidique. Ce risultat, obtenu par degradation partielle des chaines 
peptidiques et par comparaison des globines d'une part et des hormones peptidiques 
d'autre part, permit de disf mguer ; 

* des r&sidus indispensabLes. Far kur nature et kur position, leur absence 
entralne la pertc des propri6tCs caractfristiques, Ces sequences indispensables au 
fonctionnement sont identiques ou tout au moirn voisines pour les differentes 
espy ces, Elies ftablissent un rapport mre la structure prmaire et I’acttvitf biologique ; 

m des risidus non indispensables. — Ces sequences *onl pour les uties commu- 
nes & plusieurs cspfcccs, sans doute cn rapport avec une structure ancestrale, unique ; 
pour les autres variables selon Fespfece et conffcrent ainsi une specificity qui peut etre 
Ike am diverges Stapes de Involution p d’ou Fintgrit phytogg toque, 

Ex . : Lai chalne p de Fhemogkibine du Gorille differe de la chaine 0 humaine 
par un seul risidu, le 104 (arginine chez Le Gorille, leucine chez FHomrae), Les 
chaines p du Fore et du Qisval en different par $ et 25 risidus, 

Cette individuality, qui se manifest? lore de i’analyse (separations yiectrophord- 
tiques, reactions immunologiques), pent avoir pour origins la modification d'un SCwl 
risidu de la sequence 

Ex. : Les Ikmoglobines pathologiques humaines sdparables de FMmogiobLne 
normal* par dectrophortee ne different de celle-ci que par iris peu de risidus, Les 
Mrtioglobines falciforme S et arfemiante C results nt du remplacement de I'adde 
glutamique, stxifcroe risidu de la chalne p normate, respeetivement par la valine et la 
lysine. 
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Figure 4. JO Structure pepridiquc primsire. 


— Les caractdristiques gfom£triques de la structure primal re sunt li^cs aux 
covalences dirig£es. 

Dam les peptides et les protein es la liaison peptidique doit les caractfristiques 
out 6tg pr#cis6es (p. 71) unit des amino-actdes appartenant presque exclusivement k 
la sdrie L. 

Elle n’est pas influences par les chaines late rales, sauf en ce qui concerns les 
immoacides (proline surtout) qui par leur structure cydique introduisent une 
brusque combine k leur niveau. 

L h aite de la molecule e$t forme par une Ligne bris£e doit les angles et les 
distances interatoniiques sent d£termin£s et sur laquelle font saitlie Les chaines 
kt£ralcs qui altement rSgulifcrcment (fig. 4, 10), 

Pour simplifier les schemas, cette chaine sera repr6sent6e rectiligne par la mite. 
La longue molecule qui est ainsi formic (polypeptides, prot^ines) est flexible, Elle 
prisente des possibilitds de libre rotation an niveau des groupements CM et, par suite 
d’interactions entre les diffifrents radicaux, peut se replier pour aboutir k une 
structure spatiale complete. 

— Les complications structurales, Elies correspondent aux structures secon- 
daire, tertiaire et quatemairc et conduisent h deux formes mokculaires : les 
molecules fib reuses et les molecules gtobulaires. La determination de ces structures 
suite de provisions thdoriques (considerations 6ncrg^tiques t etieomhrement st€ri- 
que) et de mesures physiques (spectres de diffraction des rayons X N spectres 
ultraviolet et infrarouge t fluorescence, resonance magn£tique nucldaire, etc.) qui 
sortent dn cadre de notre etude. 


H. LA STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE 
DES PROTtlNES 


La structure primaire d'une p ratline est insuffisante pout rend re compte de La 
forme de la tnoldcule. La chaine peptidique adopte une configuration tridimension' 
nelle qui est unique et constants pour une esptce prot^ique donn&e. 

On appcllc structure secondaire celle qui est reprdsenthe par les replis ou les 
enroulenients de la chaine engendr£s par les relations qui s'dtablisscnl entre des 
acides amines pruches les uns des autres dans la structure primaire. 
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On appellc structure tertiaire, l'organisation spatiale de la molecule resultant 
das liaisons qui s’etablissent entre des aeides amines iloigrks dans la structure 
primaire. 

La distinction entre structures second a ire et teriiaire est approximative et 
arbitral re. 

Certaines grosses pralines font apparaitre, dans leur structure, des zones de 
reploiement, appekes domain es» de formes giobulaires, et correspondant | des 
unites de masse mokcukire de 10,000 i 25,000 daltons, Les domaines sont relies 
entre eux par la chaine peptidique dans un etat assez pen organise. 

La structure quatemaire risnjte de la Juxtaposition de scus-unitds protdiques, 
appekes monomlres dans une protime oligonkrique. 

La oonnaissanoe de la dimension, de la forme, du relief des protiines, 
permettrait d'dtablir de fa^on satisfaisamte la relation existant entre structure et 
fonction ; mais les risultafs collects dans ce domains sont trop peu nombreux, de 
forte que les conclusions tirees ne sont que trfcs limitees. 


A, La structure secondaire 

Les etudes de cristallographie appliqikes aux protimes timoignent d'une 
structure organise sub-cristalHne. 

L’anatyse des diagrammed de diffraction de rayons X, portent sur une prokine 
cristalHsie, a fait apparaitre une certaine periodidte dans la structure ; elk a pcrmis, 
en outre, d’etablir la forme de la chaine peptidique et la position des chames 
la ter ales. 

Le type de structure seconds ire constituant la molecule est en liaison avcc la 
forme globuiaire ou fib reuse de celle-cL 

a* Les proteines fibreuses 

Ce sont essentiellcment des protimes de structure comme ks kiratines, la 
ibroine de la soie, le collagine, la myosine du muscle, 

Les proteines fibreuses ptiseutent des structures ripiritives appartenant a 
plusieuis modules. 

L helice m 

Les proteines du type a- k£ ratine, comme celJe de la laine par exemple, sont 
essentiellement constitutes eTtiilice a, 

Dans cctte structure, postulde par Pauling et Corey en 1951, la chaine 
peptidique sknroule en une helice dextrogyre, autour d un axe, formant une sorts de 
ressort k boudin, 

Les caracteristiqucs de V helice n (fig, 4, 11 A) sont les suivautes : 

— La mne cenirale de la mokcule est constitute par uie succession de plans 
conte nant les liaisons peptidiques et faisant entre eux des angles de 30*, L T articulation 
entre deux plans successifs a lieu au niveau d'un carbons a. 

— Les chahtes lad rales sont dirigies vers rextirieur , elks peuvent riagir entre 
elks et avec le milieu. 



LE5 PTOFIDEE m 



A, Hili« a 
{fipaxe achidUllque) 



Figure 4.11 Structure second aire des protfiincs. 


C. Structure scWmatique du cclLagiiK 


Copyrighted material 
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— Cette hMke comprend 3,6 risk) us par tour soil dis-huit residus pour cinq 

tours. 

L’dtat MlicoIdaL, qui m one forme contract^, est stabilise par on maximum de 
liaisons hydro gim inimmolecutaires au niveau de chaque tour de spire. Ces liaisons 
bydrogbne qui s’dtablissent entre its groupements CO et NH de deux liaisons 
peptidiques s£par£es par trois rdsidus out one longueur constante de 2,9 A ± 0,1 A. 
Les tensions sont partial liirement r&Suites, ce qui confere one grande stability 

11 n f y a pas place dans cede structure quasi cristalline pour la pro line do at la 
presence introduit one cam re dans la rCgularitd de cette disposition* 

Les feuillets pits sis p 

La structure en feuillets plissds 0, que Fan trouve dans la fibrotne de la soie, 
risulte de Fusion de chaines polypept idiques par tin maximum de liaisons hydro g^ne 
perpendiculars i Faxe de la molecule, Les chaines sont disposes parallblement en 
one structure en zig-zag (fig, 4.UB), 1 m replis se font au niveau des carbones en <s 
des acides amines. 

Les chaines laterales des residue se placent altemativement au-dessus et au- 
dessous du plan gdMral du feuiltet, Cette structure , moins frdquente que Thrice ce, 
pent etre obtenue artificielkment par un 6 tire merit d'environ 30 % da k£ ratines. 

Les fibres de cottagine 

Le collag£ne possfede une configuration particulkre en triple Mlice en rapport 
avec sa structure primaire caract6ristique (ie collagene est riche en glycine, proline et 
hydroxy proline) (fig. 4,1 1C), 

b- Let prot£ines globulaires 

Elks prdsentent une tr£s grande importance fonctionneUe puisque pratique- 
ment la totality des protdnes doudes d’une activity biologique, en particulier Les 
enzymes, poss£dent une structure globulaire. 

Certaines proteines globulaires sont principalement constitutes d 1 helices a, 
d’autres sont sous forme de feuillets 0, de nombreuses possfedent h la fois des Mikes 
m et des feuillets p, Chez ces demkres, de courts fragments d 1 Mlice or et de feuillets 0 
pen vent s 'assembler en complexes appeles unites de reploiement de type oa, 00, a0 
etc. 

Dans de nombreuses prot£ines r on a rep£re une unite de reploiement 
fr£q imminent repr£sent6e + constitute de 2 brins 0 relics par un segment d'Mlkc a. 



Les proportions d’Mlce et de brins 0 sont variables d'une prokine a Y autre. 
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B* La structure tertialre 

Dans unc mol&ulc globulaire, la chains peptidique prend une configuration 
qm comporte des zones dense mem organisers en Mice a et/ou en brins p, que Ton 
appdk les unites dc reploiement, et des zones plus laches dans les q uelles s’effectuent 
les changements de direction. 

De nombreux replis de k chaJne m font sous forme de coudes 0* Cette 
structure est stabilise par des liaisons hydrog&ne entre les C=0 et les NH d’tm adde 
anting et de son homologue sink trois rangs plus loin. 



a A 

NH C^O 


C-G- K~-N 

i I 

R t — C_H H — C — J? {n + 

I \ 

N~H — O— C 

t 
i 
i 
f 
p 

p 

i 



Figure 4J3 Structure d un coude 0. 


La structure tertiaire, dbfinie et stable, conduit i une forme gbikraJe plus ou 
moms spherique ou ellipsoidale de k mokcule, est libe h r existence de nombreuses 
Liaisons second aires entre les chaines latdraks des rbsidus decides aminbs. 


a. Les liaisons secondaires 

— Les liaisons covalentes, par mise en commun d'line pairs delectrons. La 
seule import ante est k Liaison disulfure — S — S — et* beaucoup plus exceptionnclle- 
ment pour les protbines, la liaison phosphodiester (casbine), 

— Les liaisons ioniques, entre groupements charges de signs contraire. En 
solution, la soJvatation affaihlit beau coup ces liaisons. 

— Les interactions Stectrostatiques, entre dipdles permanents et groupements 
ionisbs ou entre deux dipdles permanents. Cest i ce groupe qu'appartiennent les 
liaisons hydrogbne- 


-ho^c: 


N— H“O^C— 
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— Les attractions de Van der Waals, Hies a Fexistence de vibrations 
moMcuiaires dont som responsables des forces elect rostatiques entre des dipoles non 

permanents 

— Les attractions hydrophobes entre radicaux de ce typo qui s’attireut par 
repulsion vis-a-vis do solvant aqueux. 


Paaon Liaison Liaison 

ioni^ne covale ore hydragtne 


IntefsatoQ Aiuacrion 

dipftk-dipftle hy^rtiplubc 



Figure 4.14 Liaisons seconds ires (tea distances iateratomiques ne sent pas respecUtea) (d’apr&s G 

Schapirc). 


A [’exception des liaisons covalentes, ces liaisons secondaires sont faibkment 
energetiques, sensible ment de 117 kcal/mol (4 a 30 kJ/moJ) les liaisons hydrog&ne 
etant parmi les plus fortes, les liaisons hydrophobes parmi les plus faibles. En 
d’autres termes, dies ne se manifestent que pour de ires faibles distances entre les 
atomes ou les groupements. 11 en rdsulte que, prises individueUemenl, ces liaisons 
peuvem sc rumpre ct sc reformer sans variation energetique importu nte et qu'elles ne 
de vienne nt vraknent efficaces que par leur nombre. Pour que deux molecules ou 
deux zones moldculaires puissent ainsi se Her par plusieurs liaisons, effieaees 
settlement stir de tres faibles distances, il est necessaire que le rapprochement soit 
possible, c + est-it-dtre que fears surfaces soient comptementaires. 

b. Consequences de Is structure tertinlre 

La structure tertiaire n’est complement connue que pour quelques protdines 
(fig. 4.15). Pour d*autres, on a rtussi & 6tab1ir la topographic d’une partie seutement 
de la molecule, d’un site. 

L’existence d'une structure prot£iquc teniaire a des consequences importantes, 

* Elle est A Poriglne de i’ architecture, de la forme, de la mol£culc de protcinc 
dont la surface prtsente des sail lies et des encoches d 1 aspect et de position ddfinis . 

* Les grosses provides peuvent fctre constitutes de plusieurs domaines relifis 
par des zones LAches de la chaine peptidique, par escmplc, la glyc^ralddhyde-3-- 
phosphate dehydrogenase est constitute de deux domaines. 

* Les repliements de la chaine peptidique aboutissent a une structure compacts, 
par suite du rapprochement des chafnes laterales, ne laissant de place qu a trfcs peu de 
molecules d’eau et constituatl un milieu non aqueux. 
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Si rectum sottrodajfc n tcniaire 
(la siruLiurc swondnirt at incoropWw -pour m pss 
surcharge; La figure) 


Schema du plisseraent lertialrc 


Figure 4. IS Structure teniaire de Ea panic protfi ique de la mycglobine (d’aprfcs Pemtz et Zuckerkandl), 

• KesJdu d'ami»t>adde. 


* La repartition des rhidm d'amino-acidcs est tr£s differeflte de celle que 
pouvait laisser prevoir la structure primaire. Des rdsidus yioign£s dans la sequence 
peuvent se trouver vobhs dans la structure tertiaire. 

Ex. ; Dans la myoglobine de cachalot, les residua 15 et 117 sent voisins Fun de 
Fautre. 

Ces rapprochements contribuent a la formation au sein de la moMcuk 
protgique de zones particulieres, doni certain** soul indispensable* aux fonctions de 
la proteine ; on park alors de site aetif. 

A cet egard, Fitude des structures ertides par les unites de repluiement montre 
que les sites actifs doivent teur specificity k des assemblages d’unjt£$ de reploiement 
(Mice cl et feuiilets p) plutdt qu*& des sequences decides amines, qui pettvent 
difierer d'une proteine k Fautre, 

Fat cxcmplc, 1c NAD + , co enzyme de iriuishydrogd natioTi , m fixe hut les 

enzymes au niveau d’un motif consiitud de deux helices a et de trois feuiilets 

De plus, on a constat^ que dans de nombreux cas. la plupart des chaines 
Jaterales polaires sont groupies en surface offrant la possibility de liaisons ext ernes 
avec d'autres composes on avec le milieu aqueux, alors que les radicaux apolaircs se 
trouvent en majority en profondeur unis par des attractions hydrophobes, Cette 
rdpaitition selon k caractere hy dr ophite ou hydrophobe eondi bonne la forme, done 
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(es proprbtys de la protyine et une modification du milieu ou de la sequence des 
aminoacides peut ent miner un change men! de forme et l’alt£ ration des propriety s. 

* Par rintennydiaire de ses r&idus superficieU, une prottine peut sc Her de 
fagon plus ou mains stable avec divers composes protidiques ou non. Ces associations 
u^ccssttent generalcment Line certaine complementarity des surfaces de Laquelle 
resulte une specificity stfrique* 

* Gene structure, la plus stable du point de vue thermodynamiqiie dans les 
conditions usuelles, peut ctre ass ez farilement alters e par suite du faible niveau 
energetique des liaisons, L' edifice protlique est fragile. 


C, La structure quaternaire 


La structure quaternaire correspond a {'association spiciflqut de plusieurs 
chaines peptidiques en une unity d’ordre supyrieur scute capable ^assurer comply tc- 
ment les fonctions biologiques. Une telle protyine, dite oligomers (hdmoglobines* 
enzymes comme la threonine desaminase ; la glutamate dehydrogenase, etc,) est 
constitute par l 1 association de plusieurs chaines peptidiques ou protomeres (deux 
chaines a et deux chaines $ pour rhymoglobine humaine normals). 

L'assemblage realist par des liaisons secondaires se fait de fa^on specifique et 
selon une certaine symetrie (fig. 4,16), U conditionne V activity de la protime. 
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Figure 4+16 Structure quaiematrc tics pruttf tick (d’jipi^ Changcux, Muirhcad cl Ferula). 
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10. LES ASSOCIATIONS MOLECULAIRES 


Les molecules protiSiques peuvent egalement s'associer entre elks, de fa^on 
non fonctionndle, au point de oonstituer de vdi tables solutions solidcs trls dilfieiles 
a fractionner, ou se lier I des substances non prot^iques (ions, glucides, Lip ides, 
divers composes organiques) ; on dit alors protimes conjuguees. Dans ce dernier ca$, 
les sites dissociation et les modes de liaison ne sont pas toujours connus avec 
precision. 

Les composes ainsi consumes, stables ou facile ment dissociables selon les cas, 
presen tent souvent des proprietes nouvelks par rapport a chacune dcs fractions 
prises isoJement. Ce sont des composes importants du metabolisme dont la suite de 
not re etude nous permettra de prdeiser la structure (hdt&roproteines, enzymes). 

Enfin au-dessus de cette architecture biochimique t il existe une organisation 
eeUulaire qui rdunit ces molecules en unites subcellulaires. 


IV. LA DENATURATION 


La denaturation esc une disorganisation de la structure interne (structures 
secondaire, tertiaire, quaternaire) des edifices p rot Piques sans rupture de liaison 
peptidique, ce qui la differencie de l'hydrolyse, La protime dimturie correspond i 
un etat plus ou mo ms d£sordonne par rapport a I'dtat hautement organise de la 
protime native* L'exetnple classique correspond a la thermocoagulation de I'ovalbu- 
mine du blanc d oeuf, mais tres souvent la denaturation est beauooup moins 
apparente. 


A* Les etapes 

Selon rimportance de la denaturation, ekst-fi-dire selon les modifications de la 
forme mokcukire par suite ^alterations des liaisons secondaires qui la stabilbent, 
les propri£t£s de la pmtdine sont plus ou moins transformers. 

La structure active dc La p rot cine corrsispoml ft P£tat natif e’est un <Stat 

ordonrk, unique pour une espdee proteiqte, conditionne par sa structure primaire. 
Les etats denatures, m revanche, sont multiples et variables* 

La denaturation d'une proteine, par k rupture de liaisons secondaires, 
transforms la macromolecule globulaire en une forme d&ploytSe, Cette ^tape est 
reversible, La suppression de f agent dtnaturam, permet la renaturatlon de La 
proteine* 
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Figure 4.17 Denatunukm reversible ei irreversible d'une procaine. 


Ceci prouve que I’Etat natif est unique parce que reprEsentant la structure la 
plus stable, et qu'une dEnatu ration deuce eat un phdnomene reversible. 

La deuxiEme etape de la dEnaturation consiste en un passage brutal de PEtat 
deploys en un etat denature par Etablis&cment de liaisons non spEcifiques, 

Cette Etape est rEputEe irreversible, cependant deux agents chimlques, 1’urEe 
ou la guanidine, & forte concentration (6 k 8 mold) transformed certaines proteines 
dEnaturEes en proteines dEployees ; une Elimination progressive de ces substances 
permel d'obtenir la protcine sous forme native. 

La dEnaturation provoque les changements suivants : 

— La perte des proprkth bwhgiques spEcifiques est L*une des premieres 
manifestations de la dEnatu ration, an moms en ce qui conceme les propriEtEs 
enzymatiques et hormonal es, LactivkE innminoJogique persiste plus longtemps, 

— Les changements de propriitis opiiques se manifested Egalement de fagon 
prEcoee. 

— La disparition on rapparition de propriEtEs chimlques est liEe an blocage ou 
m divoikment de certains grmpements qui Etaient inaccessibles dans la protEine 
native. 

— La diminution de la solubilite resuite de modifications dans la distribution 
des groupements poSaires et apolaires. Cost Tune des Etapes les plus Evidences de la 
dEnaturation. Elle est accompagnee d’une augmentation de la sensibUitE aux 
attaques enzymatiques. 


B. Les agents denaturants 

La dEnaturation est un processus nEoessitant de I'Energie mais les liaisons Etant 
faibles, de nombreux agents, tant physiques que chimlques peuvent en Eire la cause, 
Chacun d’eus agit scion un mode plus ou moins spEcifique : les acides et les bases 
modilient les ionisations, font disparaitre Les liaisons salines ; Puree eniraine une 
rupture des liaisons hydrogEne ; Elevation de temperature qui aecrolt f agitation 
provoque la rupture des liaisons les plus faibles. 
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Les facteurs physiques comprennent ; 

— L’^l^vation de temperature, surtout en milieu acide, Les diverges protyines 
poss£dent d ailleurs des sensibilites tres diffdrentes vis-a-vis de la temperature. 

— Les radiations uitraviolettes et ionisantes. Les uitrasons, 

— La dilution des solutions pratiques, leur agitation et Statement des 
prot4iites en couches minces (d£naturatiofi de surface, mousses), 

— Les variations de pH, Le maximum de stability se situant gCneralement au 
voisinage de !a neutrality malgry quelques exceptions comme la pepsine, 

Parmi les agents ckimiques : 

— Les uns sont faiblemem dynaturants (urde et amides, p-mercapto6tJiai3o1 s 
certains anions organiqucs, solvants organ iqucs a une temperature vobine de 0 T). 

— D’autres, fortement denatu rants, solubilisent les proteines aprfes precipita- 
tion (ba$e% certaiiu ditergents), 

— Les derniers enfin h tnfes denatu rants, insolubilisent fortement les proteines 
ainsi que de uombreux peptides^ et permettent leur elimination quantitative d*un 
milieu. Ils sont utilises dans ce but en analyse dans les operations dites de defecation. 
Ces diprotiimsants on dificants comprennent : des acidcs (nitrique, trichlorncetique, 
picrique, perchlorique, tungstique), des solutions acides de sels de mitaux Jourds 
(sels mercuriques* sels de plumb), des hydroxydes {de cadmium* de zinc), des sels 
comma Le ferrocyanure de zinc. Ces composes sont It la base de nombreux r£actifs 
defecaits ; reactifs de Courtonnc, d’Esbach, de Tanret, etc. 

La multiplicity des causes denatu rantes doit lire un souci constant lots de la 
preparation de proteines purifiees aussi proehcs que possible de retat natif actif. Far 
contre, cet effondrement de La structure proteique, sans modification de la 
composition chimique* qui entraine la perte des propriytys biologiques en partseulier 
enzymatiques, est recherche dans la disinfection et la sterilisation. Les techniques 
physiques de sterilisation, lei antisepliques et la disinfectants sont souvent des 
agents denatu rants entramant la mort. 


Proprietes des proteines 


Les protdincs sont de constit uants earaetcristiques de la matiCre vivatlte dout 
I ’architecture moMculaire est en rapport avec la multiplicity de leurs propriytys et de 
leurs comport e men ts. 
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I. PROPRIETY PHYSIQUES 


A* Aspect 


Substances solides, dccomposees bien avant la fusion, les proteines se 
prysentent le plus souvent comme des poudres amorphes. Toutefois de nombreuses 
ont obtenues k l'6tat cristaUis^ {fig. 4. IS). 



I ACftlbUffitne UfiiSe lysozyme 


Figure 4*18 Prot^i nes criitalis&s 
(ichclles non respect^). 


Cette possibility a fait disparate rancieone opposition entre colloldes et 
cristalloides. La cristallisation n*est pas, pour les proteines, uo oritlre absolu de 
purete mais une sdrie de cristalMsations fractionnyes pennet gynyra lenient de purifier 
soigne use ment une fraction prot^ique. 


B* Solubility 

Nous n’envisagerons que La solubility aqueuse* les proteines ytant pratiqueitient 
insolubles dans les solvants organiques. Seules quelques prot£ines vdgytales (prolami- 
nes) sont solubles dans les elutions alcooliques de litre £lev£ t d’oii letir mode 
d'extraetion. 

La solubility est variable : les albumines son! solubles dans beau pine, les 
globulin cs ne sont solubles qu'en presence de faibles quantity de sels neutres ou eo 
milieu lyg&rement acide ou alcalin ; les scUroproteines (kera tines, collagdnes) sont 
insolubles dans toutes ces conditions. 

— Les facteurs de la solubility. — La solubility d’uue proteme est praicipale- 
meat conditionttee par la proportion et la repartition des groups polaires hydrophiles 
et apolaires hydrophobes La stability de sa solution depend de la charge yiectrique et 
de I'hydratation des molecules, II en rdsulte que de nombreux facteurs comme le pH, 
les sels neutres, les solvants organiques vont influe nee r le phynontene, 

• Influence de la concentration en electrolytes. — Les sels neutres (chlomre de 
sodium, sulfates d 'ammonium, de magnesium, de sodium) ont, selon feur concentra- 
tion, deux actions dist metes sur la solubility d’une protyine, fin fait, c T est non 
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seulement la concentration mats ygalement la charge des ions, c’est-^nJire la force 
Sonique qui intement. Pour one force ionique faible, on observe un effet dmoWmt ou 
salting-in effect (fig* 4,19/1 el B) ; poor one force ionique 6lev6e T c'est un effet de 
re la r gage ou salting-out effect (fig. 4.19A et Q. Entre les deux, se situe une zone de 
solubility maximum. 



Figure 4,19 Courbes de solubility : influences de la force ionique V ct du pH sitr la solubility S. 

A, Influence de la force ionique suit k soiubilili de I’Mmo^obme. 

B, Influence de U force ionique / et pH sur la sclufriine d H une globulinc (ccuibe 1* / * 0,001 ; 
2, 1 =0,01; 3, / = 0,02). 

C, Effet de re I ar gage du sulfate d' ammo nium sen La symmalbuminc. 

Aux faibles concentrations, les ions resultant de ia dissociation du sel neutre 
rOduisent les attractions yiectrostatiques entre les groupements protyiques charges, 
diminuent la cohesion des molecules et favorisent leur hydratation. A forte 
concentration, par solvatation, ces m£me$ ions entreat en concurrence avec les 
groupements protyiques polaires, les d^shydratent d'oii 1’insolubilisation. L’efifet est 
d’ailleurs reversible par dilution, 

• Influences du pif et de la temperature du milieu. — - Pour une force ionique 
donnde et i temperature cottstante* la solubility d f une prot6me passe par un 
minimum pour des valours de pH voisines de son pH, par suite d T un maximum 

^attractions yieetrostatiques 0 ce pH (fig, 4.195), 

L’effet de la temperature t qui doit demeurer inftrieure h celle de la 
ddnaturation, est beaucoup mo ins ginyra], Le plus sou vent la solubility augments 
avec la temperature, dans quelques cas elle d^croit rapidement. 

• Influence des solvants organiques, — Les solvants organiques miscible s k 
r«Hi, eomme rythanol et I' acetone, abaissent la constants diyiectrique du milieu et 
rhydratatiou des groupements polaires. Ils msolubilisent les pro twines, sans les 
denature* $j la temperature est nettement inKrieure h 0 T, en les denaturant 
tenement dans le cas contra ire. 

« De nombreux autres facteurs influenced la solubility protyique. Sans revenir 
sur les causes de la d6naturation qui bouleverse la repartition des groupements 
polaires (facteurs physiques, dyfyeants) il faut citer : 

— certains cations Zn 2 + , Hg 2 + ; 

— les complexes founds entre protdines de charges opposes ou de structures 
comply menta ires, Les combinaisons avec certains composes organiques et biochirm- 
ques (phenols, anions nucleiques, polyholosides acides), 

— Leg appli cations analytiques de la solubility sont nombreuses et importair- 
tes : 

V extraction des profanes d'uri broyat ou de fractions cel I u la ires (noyaus, 
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mitochondries, ribosomes) est te plus soiivent r&fisde & raids de solutions aqueuses 
dilutes et tamponnees de sels neutres (solutions 0 J k {1,2 moi/l de chlorttres de 
sodium et potassium , melanges de mono- et dihydfogdnophosphates alcalins). 

La precipitation d’une prot&ne et le fractiormcmeni d T un melange prot£ique 
peuvent etre obtenus en faisant varier les diffe rents paramfetres de la solubility Les 
methodes mises an point par Cohn ont pcrmis d’isoler et de purifier la plupart des 
fractions proteiques plasmatiques. 

La determination de la murbe de solubility (fig, 4.20) ou de la constarUe de 
rehtrgage (coefficient angulaire de la droite Ig S = /(/) de la fig. 4.19C), dans des 
conditions d£termin£es, constitute Tim des criteres de purek les plus stirs. 



A B c 

Figure 4*0 Courbet de $olubilit4 

A. Proteins pure, 

B. Miliafe de deux poteines qui torment deux phases solides. 

C. Melange de deux protcines isomorphes qui syncrkiallisenl (solution solute) (O = quantity rotate de 
proteine Lnlroduite ; S u quantity de protdinc dissourc). 


C* Propi#l4s des solutions proteiques 

Les prot£ine& solubles forment avec Fsau des solutions macro m oleculaires 
monodispersees (une seule laille de partial les), exee pt ion nel lenient, par agregation 
molfculnire, des solutions polydispersdes du type mioelLaire, Ges solutions, andenne- 
ment qualifies de colfoidales* presentent des pro pri dies partkulkres Ikes k la taille 
et k la forme de ces molecules volu mine uses (quelques dizaines k quelques centaines 
d’angstroms). 

1. VISCOSITY 

Les solutions proteiques sent vtsqueuses, leur viscosite depend de la forme, de 
la taille et de la concentration des molecules. Elk est modifies iors de la denaturation 
et augments avec rhydraiadon des particules pratdques (formation de gels), 

2. PROPRIETIES OPTIQUES 

Les solutions proteiques ne soul pas parfaite merit limpides, elks absorbent et 
diffusent la lumiCre { effet Tyndall). Les proprietes optiques les plus simples sont en 
rapport avec : 

— la concentration de la solution (indice de refraction, absorption, diffusion) ; 
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— la taille et la forme des particules (diffusion en. particular) ; 

— la structure chimique tie la prot&ne (absorption ultmviolette a 280 run due 
aux residue aromatiques, pouvoir rotate ire) . 

La mesure de I 1 intensity de ces diffe rentes propri£t£s jpermet soil m dosage de 
La proteins (m&hodes rifractomitrique, ndphdlonktrique, turbidinktrique, spcctro- 
photomtirique), soil la determination de sa masse molieulaire ou de ses camctfmti- 
ques giomdiriques (met hod e par diffusion en particulier). 


3. SEDIMENTATION, ULTRACENTRIFUGATION 

Les molecules prot£iques en solution sont soumises a Taction de diverses forces 
(agitation raol&ulaire* pouss4e hydrostatique, force de pesanteur) dom la r£sultante 
determine un mo u verne nt de diffusion fTeind par frottement xur les molecules de 
solvaut. Les molecules proteiques 6 rant volumincusts, les ffottements sont impor- 
tant et la diffusion litre s’opire iris teniemeni Les constautes de diffusion des 
plotlines sont environ cent fois plus faibles que cedes des tons et des pefites 
molecules organiques. 

Pour la merne raison, il est possible de soumettre Les molecules proteiques & 
une force centrifuge import ante qui va engendrer un emplacement assez rapide pour 
etre mesurable . D'aprfcs La formule : 


f = mtfl 3 1 

dans laquclle m est La masse de la molecule, u la vitesse angukire du centrifugeur et / 
la distance de b molecule a Taxe de rotation (fig. 4.21)* cette force depend des 
caracteristiques du centrifuge ur utilisd (u et i), 
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Svedberg a mis au point une technique de centrifugation ft grande vitesse ou 
ultracentnfugaiwn qui ft Fatde dTun appareiilage eomplexe (ultracentrifugeur) permet 
d’atteindre et de depasser 60 000 tr/min* ce qui correspond, pour FappareiL ft un 
champ de gravitation de 300 000 ft 700 000 G en moyenne. Les molecules ainsi mises 
m mouvement vom g6n6ralement s^dimenter, par suite de leur density qui est 
supCrieure a celle du solvant et la sedimentation pent itre suivje en mesurant lei 
variations d’ indice de refraction de la solution (qui som Itees aux variations de 
concentration) ou les variations d 'absorbance ft 280 nm, en fonction de la distance / ft 
Faxe de rotation. 

— Dans k cos d’une solution komogine, monodispersee, les molecules 
sedimentent sensiblement avec la mime vitesse et il y a formation d’une settle 
frontiire, e’est-ft-dire d’une zone ©ft la concentration en prot&ne varie de 0 ft une 
valeur c Q [couibes c = /(f)], Flutot que la frontiers e lie- me me p le sy slime optique 

d'enregistrement pennet de sulvre le deplacement du pic conespondant aux 
variations de la dftrivte dc/df encore nppeMe gradient de concentration. La vitesse de 
sedimentation qui n’est autre que la vitesse de deplacement du pic est done dgale I : 

— — - ou ^ ft la limite 
h ~ t x dl 

et depend du champ de gravitation. 

La co ns ia me de sedimentation s, qui represents la vitesse de sedimentation dans 
on champ unitd. 


est au contraire une caraetdristique de la prot£tne. On revalue en unites Svedberg S 
aprfts Favoir ramenee ft des conditions definies (sedimentation dans Feau, ft 20 X), 
Une unite Svcdberg S = 10“ u cm/$/uoite de champ. Pour la plupart des proteines* s 
est compris entre 1 et 200 unites. 

Ex . ; serum-albumine dc chevat : ^4,55$, urease; % = 18,65 $. La 

connaissance dc -s et celle de la consfcante de diffusion de la protftine dans le radme 
solvant permettexit dc calculcr $a masse mgleculaire. 

Une autre methode, plus la boric use, mais ne nCcessitant oi la mesure de La 
constant* de diffusion, ni des accelerations aussi fortes, consiste ft determiner les 
conditions dans lesquelles il y a iquilihre de sedimentation, la sedimentation 
compensant la diffusion. La technique n’est applicable qu’ft une proteine pure, mais 
pennet egalement le calcul de la masse moleeulaire. 

D' autre s mtthodes enfin opftrent dans un milieu possddant un gradient dc 
density soil prepare prlalablerneni (centrifugation de zone) soil realise en cours de 
centrifugation (centrifugation isopycnique), Ces techniques soot surtout utilises 
pour I' etude des addes nuc&jques. 

— Si la solution est hiUrogine, polydispersSe (melange de protdines on 
agrigats macromol^culaires d'une proteine), le diagramme d 'ultracentrifugation est 
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plus complexe. Le nombre et les positions des pics dependent des valeirs des 
diffbrentes constants de sedimentation, chaque type de particule ag dim entant pins 
on moins rapidement (fig- 4.21), 

L’ultracentrifugatioo permet done de determiner les masses molecuMres vraies 
ou celles des agr£gats P c s est ea outre un entire de pureti des protbines dont les 
result at s peuvent lire diffdrents de ceux deduits de la sotubilitb, 

4 . FROFRifiTfe OSMOTIOUES, FHfiNOMfiNE DE DONNAN 

Nous venous de voir que les proteines diffusent lentement dans un milieu libre T 
par centre dies me traversent pas les membranes perm<Sables (collodion, cellophane), 
Les proteines m sont pas uttrafiltrabks, ni dialy sables, d’oti la possibility de les 
purifier en diminant les petites molecules et les ions par ultra filtration, dialyse ou 
dectrodialyse. 

Si one solution prut&ique est placbe dans un osmometre (sac de collodion ou 
osmombtre Dutrocbet) et que celui-ct suit plough dans le solvant, qui est* en general, 
une solution saline diluee, tamponade, on observe quand Pbquilibie entre la solution 
et le solvant est rba]is£ une difference de niveau ft entre les liquides. 

Les solutions pro t Piques ddveloppeut done une press ion os manque, qui est 
faible mais permanente par suite de Tabsence de diffusion m travers de la 
membrane, Cette piession osmotique des proteines ou pression oncotique intervient 
dans les Changes cellulaires et dans ceux des secteurs bydriques de forganisme* 

En general, il n'y a pas concordance entre la valeur mesurie expCnmentalement 
it et la valeur calcul£e d*aprbs la Joi de Van t’Hoff it\ Si differences mesures sont 
effectu£es, k temperature constant* , en faisant varier tmiqutmem La concentration c 
de la solution protdtque h on constate alors que la courbe t t — f (c) n'est pas une 
droite conune le labse suppose r la formule 

IT' = RT -~ = kc 

M 

mais un segment de parabole (fig. 4.22). 

La proport ionnality n’est rialisle que lorsque c tend vers zdo, aussi pour 
determiner La masse molfcutaire M d’une protbine est-ii u£cessaire de faiie plusieurs 
mesures k differences concentrations puis d'extrapoler k concentration nulle. 

Quelle est I’origine de cette anomalie ? Pour le comprendre, nous alio ns 
dtudier les principaux facteurs qui Influencent la pression osmotique. 

* Le pH, — ExpCrimentalement, la relation it' = kc n T est vdiifiee pour un 
large intervale de concentration que si le pH du solvant est voisin du pH ( de la 

proteine. Done la dissociation intervient, ce qui nous amCne it considdrer la 
repartition des tons du solvant, 

* La repartition des ions: Ee pMnomfene de Doiman* — Supposons, comme 
e’est le cas general dans la matter* vtvante, qu f au pH de la solution, la protdne port* 
un exebs de charges negatives et se comport* comme un anion symbolic 
P“ . St le solvant ne contient que les ions Na + et Cl" , on etablit, et ^experience 
confirm* , qu 5 & Itequilibre, leurs concentrations k fintbrieur et i Pextbrieur de 
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Fosmom&tre viiifient la relation de Donrmn : 

fet = Srt « [N»* L, • [Cl" ] m = [Na + ] „ . [Cr } M . 

L™ Jli« L u Jew 

Le produit des concentrations des ions diffusibles est le meme de part et d autre 
de Le membrane mais I' anion proteique ddplaoe ime quantite equivalents d’ions 

Na + vers FintGrieur. 1! en r^sulte que les ions Na + sont plus abondants dans 
Fosmomfetre qu + & Fexterieur (an contraire les ions Cl" sont en nombre pins 6\tv6 
dans le solvant) et que le nombre d'ions diffusibks est pirn grand du c&ti de Fivn non 
diffusible (fig. 4.22), 

Cette relation, qui pent etrc generalises au cas de plusieurs anions et cations 
diffusibles, a des consequences d' a lit ant plus importantes que la solution proteique 
est plus concentre, la protline plus chargee et la solution d’eiectrolyte plus dilute. 
La pression osmotique mesur£e expenmentalement n represent* done la 
somme de la pression osmotique propre k la prole ine iq uniquement fonction de sa 

concentration ct de $a masse molectilaire, et de la pression osmotique ir 2 due d lexers 

d'ions diffusibks dans Fosmometre (il faudrait egaiement tenir compte d'un facteur 
dft & Fhydrataiioo dc la protdine). Dans la technique de determination de la masse 
mole cu la ire par osmo metric, qui est une methode dassique pour les pro twines, il est 
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Figure 4.22 Pression osmotique des protdincs, 
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done ikcessaire de corriger la mesure, sauf si elk est effectuee m point isodlectrique , 
d'une valeur m 2 qui pent etre calculee. 

Enfui cette difference de concentrations des anions el des cations diffusibles de 
cheque cdt^ de la membrane fait naitre one difference de poteniiel entre ses deux 
faces, 


II, PROPRIETES CH1MIQUES 


Les proprkt^s chimiques sont cdles des groupements fonctkmnels ponds par 
les r&sidus d'amino-acides mais ceux-ri etant integrds dans une grosse molecule leurs 
eomporteimenis sont modifies (Tune fagon plus on trio ins spdcifique au point d'etre h 
l’occasion totakment masques. Ces modifications permettent parfois de prdriser la 
structure de 9a protfine et dktablir une relation avee l’activite biochimique (cas des 
enzymes). 


A, Amphoterle des proieines 

Toute protdine possdde m nombre important de groupements ionisabks, | 
caractfere acide ou basique, forts ou faibles „ caracterises par leuis pK. £v. i 

— groupements carboxyliques ; terminal de la chaine peptidique et latdraux des 
resides aspartyl et glutamyl ; 

— fonctions amine pdmaire : terminate de 3a chaine et lateralcs de la lysine ; 

— fonctions plknol, thiol, etc., des residue tyrosyl, cysteyl, etc. 

Selon !e pH de la solution par rapport & leur pK, ces groupements sc rent plus 
ou moim ionics et La proteine se com porter a soit cornme un anion (exces de charges 
negatives) sort com me m cation dans te cas contraire. 

Par definition, lc point iso-ionique correspond au pH de la solution pour lequel 
le nombre de groupements charges positivement esi egul a celui des groupements 
charges ncgaiiverncnl, Soil encore* le pH pour lequel !e nombre de proions cedes par 
les groupements aeides dissocies est egal au nombre de protons combines avee tes 
groupements basiques. 

Pour les proteine*. contrairemeiU aux amino-acides, ce point iso-i unique 
difFere legerement d u point isoSiectrique, pour lequel il n’y a aucune migration dans 

ml champ ^Ictlriquc. La difference provicnl du fail que La solution proltique 

renferme des sds mineraux, done des ions qui, en se taut sur les molecules de 
proteine, en modifkm la charge netle moyenne. Par pH, ou pi nous confondrons iso- 
ionique €t isoclectriquc, Cc qui esl legitime, 

L'ionisation et Famphukrie des prot&ines out de nombreuses consequences. 

• Le pH; est fkrteratement fnterieur A 7 ; dans la matterc vjvante les p rot dines 
se component plutdt comme des anions, 
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* La emirtfc de tiiraikm d’une prokine est eomplexe, elk presents plusieurs 
zones de neutralisation correspondant k des groups merits de pK df Efferents (fig, 4,23). 
Pratlqu&e sur la prokine native, la titration permet ]’ identification et 1’estimation da 
nombre des fonctions ionisdes, II est 6galemcnt possible d en suivte les variations an 
cours de la dcnataration on de Factivit6 de la protgine* 



Equinicnii H + Equivalents OH‘ Wpw 4.11 COUfbfc de titration d f UIK pDtiine. 


• Enfin, on pent fractionner les melanges prot&ques par ilectmphorise en 
operant i un pH convembk. 


B. Reactions des prot^ines 

Les principales reactions chimiques sont analogues & cellos ddcrites It propos 
des chaines late rales des ammo-acides (p. 73), Les unes sent utiles pour Yitude 
structural? des mokculcs (combinaison avee le dimtrofluorobenzbne , oxydation et 
reduction des groupes thiol on disulfure, desamination par l'acide mtreux), d’autres 
permettem de preparer des derives intdressants (le forme! permet non seulement la 
formol-tit ration, mais aussi Ja fixation des coupes de tissus, Le tannage, la preparation 
des anatoxines ; les d£riv£s azoconjngu^s prokiques out permis de ddfmir la notion 
6’hapiene)- 

A ces reactions s’ajoutent la rupture des liaisons peptidiques par hydrolyse 
dumique ou enzymatique et les classiques reactions de coloration que nous allons 
rappeler. 


f riohte 
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C, Reactions cobras des prot£ines 

• Les ructions chtmtques sont selort les cas : 

— caract£ristiques de la liaison peptidique : reaction du biurei (p. 77 ) ; 

— caract£ristiques d T un groupe d'acides amines : acides amines aromatiques 
poor la reaction xanthoprokique i Patide nitriqoe, amino- acides soufr£s dans la 
reaction & I’ac^tate de plomb en milieu alcalin ; 

— * sp£cifiques d'un acide amiik : la tyrosine pour la reaction do Milton 
(solution de me rcure dans Pacide tmrique concentre), le tryptophane pour la 
reaction d 'Adamkiewicz (methanal en presence decide suUurique) ou d'Ehrlich (p- 
dim6thyl-aitiino*benzaldehyde sulfurique), etc. 

• Les reactions de coloration par adsorption d’un colorant (bleu de bromophe- 
nol rouge Ponceau, amido-scliwarz, vert de lissamine) sent utilisees pour k 
revelation des preteines sdpardes par chromatographic cm par elect rophortbse sur 
support. 


UI. PROPR1ETES BIOLOGIQUES 


Presque routes les proteines, de meme que les polypeptides de masse 
moleculairc suffisante, presen tent un pouvoir antigenique ; introduces dans un 
organisms it ranger; elles determine nt k production d’anticorps cellulaires ou 
circulants. Certain^ sont de plus douses de propriMs toxiques (exotoxines bacterien- 
nes), enxymatiqueSj horrrwnaks ou aniicarps. 


IV. MfiTHODES D’ANALYSE des protrinks 


11 pent s agir principalemem, ou bien de preparer une proteins en vue de 
Iktude de sa structure, de ses proprietes ou de son utilisation, auquel cas 11 faudra 
veiller k 4viter toute ddnaturation, on bien encore de doser une fraction prokique 
plus ou moms bien cMfuiie. 


A, La preparation 

Elle oomprend plusieurs dtapes : 

— {'extraction i partir de mat6nel frais ou d’un extrait delipide (poudre 
aedtonique ou £tlkr£e) basec sur les propri£t£s de solubility ; 
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— la purification et le fractlonnement qui consistent a eliminer les petites 
itioteeules (par ultra fit (ration, dialyse et efeetrodsaiysc) et k sparer les macrotnotecu- 
les (par elect rophorese, chromatographic on precipitations fractionnecs). La proteine 
purifMe pent acre alors cristallis^e on ddsbydratee par lyophillsatiou ; 

— la verification de la pumti et de I'integrite de la protiine, Elle fait appel k 
des criteres irks varies : physiologiques (determination de l 1 activity hormonale)* 
immunologiques (r&actions antigfeoe-ariticorps)*, biochi miques (activity emymatique 
specifique), physieo-ehirniques (cristallisation, eourhe de solubility ultracentrifuga- 
tion, eicctropho^>c r 


B» Les m£thodes de dosage 

Elies sont physiques, chimiques ou imtminologiques. 

Par mi les ittethodvs physiques on pent retenir : 

— k dosage par pesie, — Apres insolubilisation quantitative des protimes, le 
prdcipltd lave est sichi puis peso, C'est uite mdhode de reference ne necessitant pas 
dtetalonnage ; 

— le dosage re fra ct omiuiq u e . — Methods rapids basic sur La variation de 
l‘ indice de refraction en fonction de la concentration ; 

— les dosages par spectrophotomitrie dans Pultraviotet ne pen vent sappliquer 
que si I’lchantillon k doser et l’etaion sont idemiques. Ces m£thodes ne permettent 
pas le dosage de melanges de pro twines (comroe m slrum par exempte). 

Farm! les mlthodes chimJqiKS t 

— le dosage de Vamte selon Kjeldahl consiste k mineral iser fazote protlique a 
1’dtai d ’ammo mac dosable par acldimltrie on colorimetric, Ses nor. 1 ? reuses adapta- 
tions augmentent les possibility de cette technique ton jours en fa \mr ; 

— les dosages eobrimiinques aprfcs reaction colorle (ittethode an biuret par 
exemple) ou apr&s fixation d’un colorant sent d’rnn usage courant au labor at o ire 
dinique. 

line mlthode physique ou chimique, appliquee k un melange eomplexe, realise 
le dosage de toutes les protimes, en revanche, une methode immunologique, fondle 
sir une reaction antiglne-anticorps, permet le dosage specifique d T u«e espSce 
proteique donnee. Citons, parmi les methodes tmmunotogiques : 

— cedes qui mettent en jeu la reaction antiglne-anticorps en milieu gellfle ; 
llttmunodiflfusion radiate et i’llearo-immunoquantification* Gtes deux mlthodes out 
en commun la migration de la proteine a doser au sein d un gel d'agar dans lequel a 
etc ineorporl I’anttcorps correspondant ; la migration s’effectue par diffusion dans le 
cas de rirnmuno-diffusion radiate, par diplacement elect rophoretique dans te cas de 
I ’immu no-eJect roquantificati oil ; 

— ccllcs qui, en milieu liquide, sont fondles sur la mcsuie du trouble forme 
par te complete antiglne (I doser)-antteorps T telle nmmuiKmlphliomltrie A laser- 
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Classification des proteines 


I. LES HOLOPROTEINES 


Les holoprot^ines ou proteines sont difficilcs a classer, a la fob & cause de leur 
no mb re, de leur diversity el de nos corm ai ssances imparfaites. Les diff^ rents gro tapes 
de la classification actuelte tiemtent coropte de la structure, mais surtout de la 
solubility, de la repartition dans le monde vivanl et de techniques analytiques. 


A. Les proteines globulairts 

* Les protamines sort en fait des polypeptides puisquc leur masse mokcukire 
est infyrieure k 5 000 dal- Presentes dans les noyaus des cellules de sperme de 
poisson (laitance), Les protamines son! associees a des acides nucleiques- Solubles 
dans Feau et les acides, mais insolubles dans les a Iculis, elles sont incoagulables par la 
ehaleir* La composition de ees proteines est particulkre, certains amino-addes sont 
absents (amino-arides aromatiques, tryptophane) ou faiblement represents (acides 
aspartique, glutamique, cysteine), d’autres sont trfcs abondants (acide amines 
basiques, arginine en particulier}* Les protamines sont des proiiines basiques 
(pHj de Fordre de 12). 

Ex. : Salmine (laitance du sanmon), elupyine (du harong)* sturinc (de 
Festurgeon). 

* Les histones* de masses mokculaires plus £ levees et moins basiqites que les 
protamines (pH, de Fordre de 10), sent solubles dans Feau et coagukbles k la 
chaleur. Ces protiines associees a des acides nudeiques sont prlseites dans les 
globules rouges des oiseaux, dans les leucocytes et plus gdndralemem dans les noyaus 
des cellules a rumples, 

* Les prolamines et les gjutellnes sont des protiines vegimles complexes 
sou vent mal individual is^es- Les prolamines sont solubles dans 1 ’ethanol k 7040 %, 
riches en pro line et acide glutamique ; la lysine et la glycine fatsatit parfois defaut. 
Ex. : Zeine du mails, gliadine du bid, hordeme de Forge. 

Les glutdHnes sont solubles dans les aicalis diluls- Ex. : Gluidnine du bid, 
ydestine du chdnevis, 

Les proteines vCgCiaks jouent un role £oonomique important pour l’alimenta- 
lion animale , on appelk «. proteagineux * les vdgdtaux dont les graines sont riches en 
proteines : soja, fives, pois, haricots, etc- 
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• Les aibu mines et les globulines constituent les deux groupes le plus 
Lmportants. Les albumines en solution neutre tie precipitant que pour des concentra- 
tions en sulfate d 1 ammonium sup£rieures & 50 % de la saturation, alors que les 
gfabulirtes $om dej& totalement insolubilisdes. On subdivise ces demteres en 
euglohuiines insolubles dans I'eau pure mais solubles dans les solutions salines dilutes 
et en pseudo -globulines solubles dans 3'eau. 

Les albimtittes ont nne masse moldculaire ggnfralement comprise entre 50 000 
dal et 125 000 dal., un pH,* aclde, voisin de 5 ; dies sent solubles dans Leant et 
crista llisent (adlemenl, Les gbbuimes ont une masse moleculaire e levee, supeik-ure 
I 150 000 dal*, un pH ( moins acide, dies crista I lisc nt plus ditficilcment et com me les 
albumines coagulent par la chaleur* 

Ces deux series de pro twines out une repartition tris generate, elles sont 
abondantes dam le serum (serumalbumine, serumglobulines) et le blanc d’ceuf 
(ovaJburaine, ovoglobuline). On les trouve Iplement dans le lait (lactatbumine, 
lactoglobulines) et dans les tissus animaux on vegetaux (myoalbumine, thyr£og]obu- 
line t amandoglobuline, etc*)- 

L'ensemble des prmiims s£rique$» dont le taux moyen cheat I’homme est voisin 
de 70 a 80 g/l f a etc subdivise en fondion des difie rentes method es de fractionnement, 
en particular des divers modes d’dleetropfoorfese. 


Albimiinc Oknbulinci 

®i P f Lip*. 4e dMfttrt 




Figure 424 Fretficumemcnt des pronto s£ri* 
qu«5 par elwiroplrorise sur papier. 

A, ElecLrophore.se sur support ■ £]ectrophor£' 
gramme apria coloration des proi^ines (pH 
*, 6 ). 


B. Couibcs enregistr^es Ions du passage de \ lect ropho r£grimme an colon id£ tie : 

aprts coloration des protfiLnes (pro t£ ioognmme) 

aprfes coloration des gluddes (gl uc id □ gramme) 

— aprfes coloration des llpides (Upidogramme), 


La serurmthumim est la proteins serique la plus mobile et La plus abondante 
dans Ikteetrophorese i pH = 8,6, 5a motecule est ellipsoidale ( 150 x 38 A) f sans 
doute constitute d’une seule chaine polypeptidique et son plij = 4,S. La s£rumalbu- 

mtne a une masse moleculaire de 69 000 dal., elle cristaUise asses- facile merit en 
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particulier a Fctat de derive mercurique { meicaptalbumi ne} par I'inlerrcediajre de 
son groupement thiol. Dans le plasma, cette protdine intcrvient dans Pgqui libra 
osmotique et dans le transport de nombreuses substances hydrosolubles ou non. La 
seramalbumine est capable de fixer des anions mineraux (Cl - , I~ „ SC N - ) ou 
organ iques (colorants comme Le methyl orange , certains medicaments), des aeides 
gras, la bilirubine, etc. 

Les senimglobuUnes constituent un ensemble complete de proteines qui 
peuvent $tre classics : 

* D'apr£s l^lectrophorise sur papier (fig. 4.24) et par ordre de mobilites 
ddcroissantes en a (oq et a 2 ), p et y-globulmes ; 

* D‘apr£s la solubility el la structure, en prot&nes vraies ou holoprotiines 
(eugiobulmes et pseudo globulines selon la solublifd aqueuse) et en hitlroprotei- 
ncs (1) (glycoprotimes et tipoprvtiines). 

Les tipoprai&ws , constitutes d'une fraction protdique, de cholesterol libra ou 
esterifiy et de ptiosphoiipides dont Us assurent le transport, soul rdpartis dans les trois 
fractions globu Uniques. Ils sent abondants dans la fraction |J (fig. 4.24) (en particulier 
la lipoprotdine de masse moldculaire 13 UOU dal, mats son l presents 6galement 

dans la fraction cq et presque absents de la fraction a 2 (voir p, 257, chapitre consacre 
mm lipides), 

Les giycoproteines sont re parties dans toutes les fractions a, p, y mais les 
Oj-globulines en sont les plus riches, Fortnds par Fassodation d T une protdine et de 

glucides (galactose, mannose, glucosamine, gaketosamine, acide siahque, fucose}, ils 
renferment de nombreux constituants (prothrombine, c6mMopl asinine , haptoglo- 
bine, fibrinogdne plasma tique). 

* D'apr^s le role physioLogique. On distingue alors : 

— Les transporteurs : de lipides, de cholesterol, de carotenoides, d’ hormones 
stdroides (p-lipoprotyines), de mdtaux (la sidirophiUne m transferrine qui est une 
Pj-globuline pour le fer, la ceruliopiasmine qui est une « 2 -globuline pour le curvre), 

etc. 

— Les anticorps ou immunoglobu lines (fig. 4.25), constituent la tnajeure paitie 
des y-giobmlines sont les seules proteines plasmatiques I ne pas litre d'origine 
Mpatique. 

— Les isougglutimnes rasponsables de la specificity des groupes sanguins. 

“ Les hormones pmtiiques (aMdhypophysaires) , les enzymes slriques (phos- 
phatases, transaminases, lipase, amylase, etc,). 

— Les facteurs de la coagulation. — La prothrombine, les facteurs accttirateurs 
et le plmmimgine, precurse ur de la plasmme, enzyme lysant le caillot de frbrine. 

— Le fibrinogime est une prot£ine ptasmatique (3 i 4 g/1), peu soluble, de 
masse molcculairc .1.1(1 UtlU dal., dom hi molecule ires a I loll gee laii transition avee les 
profdines fibrillaires. Cette glycoprot&ne est facileiuent tmnslormde en une protdine 
fibreuse, k fibrim, sous Faction de la thrombine en presence dhom calcium ou sous 
Faction d 'agents chimiques (ninhydrine). 

(1) C’esl ft cause de kur rCpenitioa et de leur rrtle fue nous sifjialons dans u(tc panic, 

cciacenujit Jcs holOpuKiines, ccs heientpraliuies qtae sour le* Lpcproieinei et le$ giycoproteines sdnqu**, 
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Rjnw 4*25 Structure scMmadque dune immuDQgobufrK G (lg G). 


B. Les proteines fibrillaires 

Ce som les profanes de structure des tissus. Certaines sont solubles dans les 
solutions salines assez concentres (force ionique sup^neure & 0,4), Ex. : la myosine, 
L’actjne et la tropomyosme des fibres musculaires strides* Les autres son! fofalement 
insolubles,, depourvoes de tryptophane el son vent die tyrosine : ce sont les 
scUroproteiues, assea incites do point de vue chimique. 

Ex. : la fibroiru 7 de la sole, riche en glycine et alanine, & structure en feuillets 
plissds ; 

— les ker alines, abondantes dans les productions £ptdermiques (cheveux, 
Eaine, ongles, plumes), riches en soufre et a structure hllicoidale ; 

— les collage ties, scldropro Wines des tissus conjnnctifs, cartilagineux et osseux, 
de structure complete et constitutes essemie Dement de glycine, proline et hydroxy- 
pro] ine. Les coll age nes se transforuient par chauffage avec de feau & [’autoclave en 
gelatine ou cole d’os, d'oii leur rtom. 


II. LES HETEROPROTEINES 


Les h$teropr oleines sont dassees <f aprCs la nature de leur groups roe rtf 
prosth4tique qui peut £tre ; 

— l acide ort ho phosp h o ri q u e pour les phmphoproiimes. Ce groups de transi- 
tion rassemble des proteines dont la sente particularity est leur teneur relativement 
elev£e en acidic phosphoriqtie ; 

— un pigment pour les chromoproteines, qui sont les plus caracteristiques des 
heteroproteines ; 

— un acide nucletque, un glucide, un lipide, respect ivement pour les nucleo- 
proteines, les glycoprol&nes et les tipoprotiines, qui reprise rtf ent plutbt des 
associations moleculaires variees et complexes entre especes chiitiiques diff£rentes 
(peotiines conjugudesh 
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At Les phosphoprot£ines : la caseiac 

Les phosphoprotdines sont a bon da rites dans les laits (caseines) el le jaune 
d’cEuf (vitelline, viteltenme, phosphovitine) mais se rencontrent ggalement dans les 
structures cellulaires (certaines enzymes). Nous retiendrons Fexemple des caseines, 
principaux constituants prot&qLies des fails : 80 % des protdines di fail de vache, soit 
environ 30 g/1, SO % des protemes du lait de femme (5 a 7 g/1). 

Les caseines different scion Fespice eon$id6r£e, De plus, pour mne espdce de 
Mammiftre Jounce, le prod u it brut, obtenu generate meet par acidification du lait 
£cr£m6, peut etre fraction^ en composants spgrifiqucs par precipitation, uUraeentri- 
fugation ou dlectrophortse. 

Ex. : La caserne brute du lait de vache est composes de plusieurs espeees 
moMculaires ; Fa-casflne, la £-cas£me, la k (kappa)-ca^me et ta y-eas6ine. 

Ces composes different les uns des autres par lews proprieties physiques f leurs 
formes et leurs masses mokculaires, Us peuveni etre s£par6s par llectrophortse et 
ultra centrifugation. 

Dans eette £tude rapide, il ne sera question que de fa canine brute, plus 
spdciakfncnt cede du lait de vache, 

1. FEOPRlfiTfiS. STRUCTURE 

La casdine est one poudre blanche, amorphc, insoluble dans Feau, les addes, 
l'ethanol et Father. EUe est soluble dans les a leal is et les carbonates akalins en 
formant des caseinates dont les solutions sont visqueuses (colle de castine)* Son 
pH est voisin de 4,6. 

a. Composition en addes amines 

Elle est ddduite d'hydrolyses totales et fait ressortir : 

— des teneurs dlevdes en acide glutamique, proline, leucine, lysine, mais aussi 
en aminoacides k fonction alcool (serine, threonine) et un taux tres faible de 
cystine ; 

— la presence de tons les acides amines ordinaires, done les amino-addes 
indispensable^* La casdne pos$6de une valeur alimentaire 6levee s favorable au 
d^veioppement du jeune Mammif£re, ce qui la fait utilise! dans les regimes artificiels 
on en addition k certains aliments. Par ailleurs, Femploi des peptones de cmiine, 
produits d 'hydrolyse partielle, pour enrich tr les milieux de culture est bien connu des 
Bactdriologistes* 

Les fesidus d'acides amines constituent plusieurs chaines peptidiques, huit 
selon la determination des rfisidus N terminaux par la technique de Sanger qui 
perniet dgalement de constater que de nombreux groupements s amines de la lysine 
sont engages dans la structure car Us ne rdagissent pas avec le dinkmfluorobenzfene. 

b . Structure 

Les masses mol6culaires des caseines a, p et k sont voisines de 25 kdaltons {k 
F6tat de monora&res}. 
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t tLt) 

La caseine k renferme, outre de Facide phosphorique, de faibles quantity de 
glucides e% d’un acide sialique* 

Lei hydrolyses chimiques part ieltes et les coupures enzymatiques ont foil mi des 
r£sultats intdressants sur la structure de la canine en prddsant le rflle de L'acide 
phosphorique. Gelui-ci est present dans la mold cute sous forme de mono-ester, de di~ 
ester et d' ester pyrophosphonque de la serine et de la threonine mais aussi sous forme 
de derive phosphoryle du groupement t amine de la lysine (derive tf-pbosphcuyte). 

v ? ? i 

/T-Q— P-O^fl' R— N— F — O — fl J |f— O— P— 0— P—0— IT 

OM A in in OH 

Oi-cslcr tiflWB E«cr 

N-ptlMphor)’tie pyropJicrsphoriipe 

L’acide phosphorique participe done & la structure de la casgine, en parliculier 
a F assemblage des chaines polype ptidiques comme le font des poufs disulfures pour 
les autres protdnes 



2, ETAT DE LA CASfilME DANS LE LA IT. PREPARATION 

Les teneurs des diffgrentes Castries dans le lait de vache son: les suivautes : 
Orcasgine : 50 % 
p-casgine : 30 % 

K-casgine : 15 % 

'y-casgine : 5 % 

Dans le lait, la caserne est a Fdtat de mice Iks macro molgculaires , combi n£e i 
des ions calcium. 

Ces micelles, de forme grossiirement sphgrique, seraieut des associations 
delinks des diffgrenfes esp&ces de casgine. Leur diamfctre serait de 1'ordre de 0,05 k 
0,3 leur masse moteculaire de 3 . 10 5 dal 

Cette forme soluble est encore appetee casgmoggne. Sa structure parait 
confirmee par la preparation a partir de canine, de chaux et d'actde phosphorique, 
de phosphocostinate, $ de calcium qui en solution prgsente nt les ritemes propridtis que 
le lait gotente 11 en rgsulte que selon les conditions de precipitation, on pent obtenir 
des produits diffe rents, du type casginoggne, fortement mineralises, ou du type 
casgine pure. 

Les procSdis physiques, thermocoagulation a ['autoclave vers 130*-140 *C, 
relargagc par les sds neutres 4 forte concentration, addition d ethanol, Lnsolubilisent 
la caseins par dgnaturation ou dfcshydratatiom 

Les meihodes chimiques proc&dent par acidification jusqu T au pH d . Les acides 

utilises sent mineraux (acides chlorhydrique et su If unique) ou orgamques (acides 
antique et lactique) et le ph£noni£ne est rapide (addition brusque d'acide) ou tent 
(additions mgnagges m fermentation naturelle du lait). La cakine prgcipitge est 
d'iiutant plus dgpolymgrisge et d T autant moins mineralisge que ['acidification est plus 
iente. 
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Si, dans les conditions natu relies, le Lait * toume », c'est par suite dun 
abaissement de pH dO a la fermentation lactiquc du lactose. Les mdthodcs de 
sterilisation et de pasteurisation retardent ce phtaom&ne par destruction des germes 
rcsponsabtes. Industrie lie men l, cos proctdCs chimiques appliques au lait der£m£ 
permettent la preparation des casdines acides ; canines acetiques, sulfuriques ou 
lactiqucs, ccs de mitres etant les seules utilises pour l 1 alimentation, 

Un processus biologique provoque £galement rinsolubilisation de la casdine- 
La premre on chymosme ou encore lab-ferment est tine enzyme sec re tee par les 
gland es gastriques des Mam«iif£res jennes. Extraite de la cailktte de veau, la 
pr£surc, cn presence d 'ions calcium cougule la canine, 11 y a prise en masse du lait 
suivie de retraction du caiJM. Cette transformation correspond a une prottolyse 
partielle suivie d'une polymerisation. 

La caserne k subit une coupure sous ]’ influence de la presure li be rant une 
casdnoglyco peptide d’une part et une paracasdne k d'autre part : 

cas&ne k - glycopeptide + paracasdine k 

L'attaque protdolytique de la cashing k destabilise les micelles de canine, qui t sous 
l 1 influence de lion calcium, polymerisenl en formant le caille. 

Ce mode de preparation est utilise dans la fabrication de certains frontages. 


R. Les cfiromoproteines : PMmoglobine 

Les hi moglobines sont des chromoproteines rouges & rile respimtoire portees 
par les hematics des Verthbres et prlsentes hgalemem chez certains Invert£br6s ainsi 
que dans les nodositds des racines de Ldguniineuses {leghemoglobine) oh dies 
intemendraient en erhant les conditions d’aua^robiose permettant La fixation 
d’azote, 

Comme pour les easdnes, les m£thodes mod ernes d’analyse out mis en 
Evidence la multiplicity des himoglohines qut se traduit par des differences plus on 
moins importantes selon : 

— I’esp^ce animate, Ex , : Mmoglobine humaine, hdmogiobine du eheval ; 

— Porigine tissulaire. Ex. : hemoglobins sanguine, heniogjobine musculaire on 
myoglobine ; 

— Page. Ex. : Mmoglobines fcetales, Mmoglobme adulte ; 

— certains tftats pathoJogtques, Ex, i Mmoglobine falei forme S t Mmoglobme 
anemiante C, Mmoglobine G-San Josh, etc, 

Saul specification contra ire, e’est de P Mmoglobine humaine adulte normale 
symbofisde kb A dont ii sera question par la suite. 

1, PREPARATION. propriEtEs physiques 

A partir de sang defibrirte ou rendu incoagulable, les hematics sont Isoldes par 
centrifugation et lavies plnsieurs fois par une solution isoton ique de ehlorare de 
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sodium. On provoque Themolyse et les debris cellulaires ou stromas sont £iifnj:lk$ par 
une nouvelle centrifugation. 

La solution aqueuse apparait coloree en rouge sombre s’il s’agit d'himogbbine, 
en rouge vif sll s’agif d r oxyhemogtobim comme c’est 1c eas le plus frequent, Les 
differences do coloration sent liees k des modifications du spectre d ’absorption facile 5 
k mettre en Evidence k Tattle d’un spectroscope (fig, 4,26u) ou d*un spectrophotome- 
tre (fig. 4,26*). 

La solution maintemie a basse temperature en presence d'ethanu! ou de sels 
neutres laisse deposer des cristaux hydrates, generalement d'oxyhemoglobine, qui 
peuvent etre purifies par dissolution et recristallisation, inaptitude i la cristaUisation 
vane beaucoup selon 1’espece animale ; Toxyhemoglobine du cheval cristallise 
facile mem, ceile du laptn difficilement 

La forme des cristaux obtenus est assez specifique, conipte tenu des conditions 
op6ratotres (fig. 4.27). 


/y/ *>** 

Figure 4.27 Cristaux Coxyh^moglobinc. iTheval Homme 


2. COMPOSITION. STRUCTURE 

Une solution aqueuse d’hdmogloblne traitde k fro id par nn large execs 
d’aedtonc chlorhydrique se sSpare en deux phases, un pr£cipit£ blanc resultant de la 
denaturation de la fraction protiique et une solution coloree en bmn correspondent 
au gmtpemettt pmsth&ique d’ailleurs modify, 

a* La fraction protiique : les globlnes 

La fraction proteique est la p&rtie spGdflque des bdmoglobines. il y a autant dc 
globines que d'h^moglobines, Elle en repr6senie les %%. 

• Les globincs des rayoglo bines sont constitutes par une $euk chain? peptidique 
dont la structure primaire, secondaire et tertiaiie est parfois compktemeni connuc 
(fig. 4.15). Ces proteines riches en histidine, lysine et acide glut antique ont des 
masses moldculaircs voisines de 17 000 dal. et des pH^ de 1’ordre de 7. 

* Les globincs des tkmogki bines sont des t6tram£res resultant de Tassemblage 

specifique et symtSirique de quaere chained peptidiques ou prammires (p, 100). Cette 
structure quaternaire pent etre dissoetee dans certaines conditions (variations de pH, 
urde) en sous-unitds, dimdres et protomferes. 

Les globines des hemoglobines different les unes des autres d’une part, par la 
nature des chafnes peptidiques symbolizes a, $, y tTaprts kurs compositions et, 
d 1 autre part, par I’ assemblage de ces monomeres. 

Ex * : la globine de Thdmoglobine A , constitute de deux chaine s a de 
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141 residus et de deux chames 0 de 146 rdsidus dont les sequences sont connues est 
re presentee Hb 4 etfpf, 

— cede de Fhdmoglabine H, constitute de quatre chained 0 identiques aux 
pitctderites s’ecrit, Hb H 

— cell# de Fh^moglobine C t pour laquelle il y a settlement remplacement de 
I’adde glutamique (sixl&me rtsidu de la chaine 0) par de la lysine, est symbolist# 
Hb C a£ p? tys - 


b. Le grouperaeitt prostbetique : l’h£me 

Ce compost qui re presente 4 % des hdmoglobines est idenrique dsns tons les 
cas. 

# L’hime coniient du fer, qu T il est facile de metue en Evidence aprts 
incineration ou mineralisation de I’hemoglobine. L’analyse ^Mmentaire rdvfek une 
teneur en fer de 0,34 % ce qui correspond k un atome de fer par molecule de 
myoglobime et a quatre atomes par molecule d’hemoglobine (masse mokculaire 
voisine de 64 SCO dal.). Get dkment ne pent etre mis directement en evidence, il n’est 
pas k l’£tat ionique, mats complex^. 

• L heme ren ferme une molecule comptexe : La protoporphyrine. 

— Les porphyrines sont des derives de substitution d’utt noyau t&rapyrrolique, 
synthetise mils non isole des produits nature Is, la porphine (fig. 4.28) constitute par 
l + assemblage de quatre noyaux pyrrole relics par des radicaux mfithfcne =CH — « 

La majeure panic des porphyrines natu relies son! des porphlnes oaosubstituees 
au niveau des sommets 0 des noyaux pyrroiiques. Capras la nature des substituants 
qui soot en nombre limits (groupements mdthyl* ithyl, vinyl, acid# ptopanoTque) on 
distingue ptusieurs series de porphyrines (pro topo rphy ri , misoporphyrines, Mo- 
porphyrines, coproporphynnes, phylloporphy tines, etc.). Pour une sdrie dorsnee, la 
position des substituants sur le noyau est k I ’origin# d*isom6ries+ Les isomtres sont 
re peres par un chiffre romain. 

Ex. : La porphyrine de rheme appartient k la serie des protoporphyrines dans 
laquelle die represente 1’isomfere IX ou acide porphine- 1, 3, 5, %-titramithyl- 2* 4- 
divinyt-b t l-dipropionique communCmcnt fiommd protoporphyrins (Eg. 4.28). 

— Les porphyrines sont iris repandues dans la nature, en particulier la 
protopofphyrine (h£mogiobines t cytochromes, cermines enzymes) et les porphyrines 
des chlorophylks. 

Elies se rcncontrtnt surtout it I’dtat combing, Les formes fibres etant rares et de 
repartition aleatoire. 

Ce sont des composts bien crista Niseis, gtfneralemcnt insolubles dans I’eau en 
milieu neutre, mats solubles dans l'acide antique, Je chloroforms et surtout la 
pyridine. Les solutions sont d’un muge plus ou moms violaeh et prdsentent tin spectre 
cTabsorption carackristique (fig, 4,26) dans le visible. Le spectre ultra violet ne 
comprend qu'une seule band# tr£s forte voisine de 400 nm et les spectres infrarouges 
sont kMressants pour Les Etudes structurales. 

Les porphyrines, inactives sur la lumiere polarise, poss^dent une fluorescence 
rouge trfes vive qui permet de les d^eder h Fdtat de traces. 
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Porphme 

Figure 4.2ft Structure tfo la protoporphyrine. 


La gin^ralit^ de la repartition des porphyrines, qui i radii it line apparition 
precoce et une permanence au cottrs de revolution des etres vivants, est sans doute 
lide* comme le sont Jes propriety, I la structure electro tuque particuliere de ces 
molecules. 

Le noyam porphme , tot ale me nt conjugue, renferme un pool d elecirons ir 
delocalises, ce qui se traduir par des consequences iinportantes pour ; 

— la stability. — Le noyau porphme est trts stable, son 6nergic de resonance 
dlev£e (100 kcal/mole) soit environ 6 kcal par Electron -it (soit 25 kj) ; 

— ■ la forme- — Tous les atonies sont coplanaires, k molecule est plane et 
rigide ; 

— les propriety f. — Les spectres d’absorption. done la ecu tear. sont lies a ceite 
conjugal son ; 

— la repartition dm charges, — 11 exbte des charges k la pdripMri© de k 
molecule, les carbones 0 des noyaus pyrroles sont charges negativement (exces 
d’eJectrons), les carbones des pouts m£tMniqucs positive mem (ddfaut delect tons). 
La molecule a la possibility de recevoir ou de donner des Electrons, toute 
modification yiectronique locale inOuengant I’ensemble de k repartition. 

Certaines de ces propri^tes sont modifies lors de la substitution du noyau par 
des radicaux ce qui conffcre de nouvelles possibiliies aux porphy fines. 

— Parmi Jes propri6tes chimiques il nous fan! citer le mrm&re basique des 
porphyrines. Ces bases azotdes torment des sets avec les acides forts en particulier 
avec les hydracides. Les chJorhydrates de porphyrines resultent de la combinaison de 
deux molecules d'aeide chlorhydrique avec une moMctde porphyrinique. 

La propriety de loin La plus importante est la possibility de former avec certains 
cations (magnesium, zinc, fer, cuivre, cobalt, etc.) des complexes chelates fris stables , 
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les mStalloporphy tines. Ces composes, facile me nt prepares par melange d’un sel avee 
une solution de porphyriite, soot bien cristallistfs, intemSment colors, insolubles 
dans Team mais solubles dans les solvents organiques tels que le chloroforme ou La 
pyridine, 

• Structure de Iheme (*). — Le groupemem prosthfitique des hdrooglobtoes, 
Ffeemej est le complexe fcrreux de la p roto p o rphyrine ; c’est une fsrroporphyrine , 
Dans ce complexe I ’a to me de fer remplace les deux atonies centra us d'hydrogenc et 
est egalement lie aux quatre a tomes d "azole (fig. 4.29). 

Diverts mtthodes delude ont perm is de precise r la structure £lectronique de 
Fheme, Dans ce complexe qui fait intervene les orbites extemes du fer, le cation se 
comporte comme accepteur d^lectrons dam son interaction avec la protoporphyrins 
qui represents le ligand du complexe. 

L’ion ferreux forme un complexe hemvakm (coordination 6) dont la structure 
est octaedrique, En plus des quatre coordinations avec la porphyrins il s’etablit deux 
liaisons dans one direction perpendiculaire an plan du ligand , une au-dlessus, Paul re 
au-dessous, wit avee des composts aaot£s baslques soit avec la globine (fig. 4.29). Le 
complexe est de type ionique car Fatome de fer possede quatre electrons c#libataires 
dans ses orbitales 3 d, pour cette raison Fion central est 6crit comme Fion fibre 
Fr + . 
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Figure 4.29 Le compleJte Fer-fk>rphyrini. 

A gauche : structures elecuoniques to couches 
ptJriphiriques du Fer (I), de Tion fcrreux (2) h du 
fer dans le complexe de coordi na tion 6 ; i 
drake : slmcture octaedrique du complexe. 


• L’hcjnt et F be rnatine. — L’heme separe de la globine est peu stable et 
facilement decompose ou oxyde en son d£riv# ferrique Vftiim&tme, beaucoup plus 
stable. 

Cest L'hdmatLne, de-riv# color# en brun, qui passe en solution loreqtTon trade 
Fhemoglobine par Facdtone chlorhydrique, il en est de meme en presence d’un 
oxydant comme le ferricystmre de potassium, 

L'hdmoglobine traitee h chaud par un melange d'acide acetique et de chlomre 
de sodium est transformee, a pres denatu ration de la globine, en chlorhydrate 
d'himaiine ou hemine qui crista llise de fa^on caracteristique. Ces cristaux, dits de 
Teichmann, permettent d'identifier des taches suspectes de sang. La reaction est 
utilisee en medecine legale, 

Le passage tie me * he mail ne est reversible ; sous V influence de reducteurs 
(hydro-sulfite de sodium) Fh# marine est reduitc en h&mc, Celui-ci forme avec les 
bases azotlss comme Fammoniaque, la pyridine et les amines primaries des 
combinaisons assez stables, les himochromogines t caract6ri$6$ par des spectres 


f*> LTiirnc «t encore appeK proto hiitie pour rappeler la, nature 4t la porphynue. 
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d'absorption intenses en rapport avec leur pouvoir colorant considerable- La 
formation d’hemochromogfciies peat ggalement fetre mise k profit pour la recherche 
et la caractdrisation de traces de sang, 

c. La liaison g lob ine- heme. Structure dc Fhemoglobine 

Dans la myoglobine de Cachalot, la globing par suite des repliements de sa 
structure tertiaire (fig. 4,15) png sente une encoche dans laquelle est lagd le 
groupement heme- De forme plane, Theme est dispose presque perpendicuiairement 
h la surface de la molecule pratique {fig, 4.30 et 4,31), les gronperaents acides 
props noiques etant superficiels, le rests du complexe e titmice dans la globinc qui 
Tentoure en le dgcouvrant toutefois. 


Figure 4-JO Schema de la structure de la myo- 
globing. (Comparer A La carte £lectroiriqiH — 
ftg. 4J1 — les rapports globinc-hcme). 



Figure 4,31 Myoglobine r carte electron ique 
re pnltentant Hit me ct scs liaisons avec la globirve 
ainsi que lea fragment d'helice a de la globinc 
{d'apria KendrewJ. 
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L 1 heme est lie a la glob me, par sa cinqui£me coordination avec le r6sidu histidyl 
n* 93 et par sa sixienie coordination indirectement avec le residu histidyl n* 64, par 
Llntermfidiaire d T une molecule d’eam Dfoi le schema : 


\\ / 

HiHklyL 93^ K Fc J " -HjO— HistWyi 64 


La synthese de Cette liaison est possible pat addition (Theme i une globine non 
denaturee. 

Four les himoghbmes eiiaque protomire est lii de manure analogue k un 
groupcment heme , tou jours par rintermediaire de risidus histidyl (leurs numiros 
sont Idgerement difli rents) et les quatre protomires assembles dans la structure 
quatematre foment la molecule semibletnent titraidrique qui rente rme done quatre 
Himes. 


3. PRGPRIETES CHJMJQUES 

Le rdle biologique essentiel de rhdmoglobine est hi i sa possibility de se 
combiner r^versibfemetit avec certains gaz dont roxygine. 

a. CombtnaisoD avec les gaz 

* Combinaison avec I’oxygCne. — line solution d 1 hemoglobins agitde en 
presence d’air oti d'oxygfene prend une coloration rouge vif due k sa transformation 
en vxyhgmogbhine, Inversement P addition d T un r&ducteur permet de reformer 
I’hemoglobine qui est parfois qualifies pour cette raison d'Mmoglobine r£duite ou 
dfaoxy hemogfobim. Spectroscopiquement la induction de roxyMmoglobine est 
accompagnee de la fusion de ses deux bandes d 'absorption en une bande unique, k 
bande de reduction de Stokes (fig. 4.26) . Au cours de cette transformation, 1 g 

d*h£mogtabine peut ^changer 1,34 cm 3 d*oxyg£ne, soil i me moltcuie d’oxygtote pour 
un atome de fer t doit l equation : 


Hb + 4 0 2 ^Hb(0 2 ), (1) 

il s’agit dune oxygenation de rhdmoglobine par fixation d'uoe molecule 
d’oxygdne sur la sixi&me coordination du fer. Ce n'est pas une oxydation, le fir 
demeumrn a l etat ferreux, Cependant, au cours de k reaction, ii intervient tin 
changcmcnt dam la repartition des Electrons, modifiant la structure du complete et 
ses propridtds magnet [ques. 

D apres Pdquilibre (I) d-dlessus, la formation, et la dissociation de Foxyhimo- 
globine sont sous ia d£pendance de la pression d’oxygfcne, Les courbes de saturation 
de La myoglobins et de rh6mog|obine ont des allures differentes. La premiere est 
hyperbolique, k seconde est une sigmolde qui trad, nit 1'accroissement des ^changes 
doxygfcne pour une variation donn£e de sa pression, au moim dam la zone 
physiologiquement utilise* (fig. 4,32). 
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liberation de protons fait de FoxyMmoglobine un compose plus acide que Fhdmogkt- 
bins (pHj respcctifs 6,7 et 6,81 et variations des pK), €e phditom&ne a pour 

consequence un cycle de fixation et de liberation du gaz carbonique au cours des 
^changes d’oxyg£nc+ L^ffct Bohr rend eompte de Faction des ions H + et du OO a sir 
la fixation de Foxygenc 0 2 ; un abatement du pH provoque la liberation 0 2 k partir 

de Hb(0 2 ) 4 et rteiproquement, 

— Des analyses cristallographiqucs anx rayons X onl permis k Penitz et son 
dquipe de mettre en evidence des modifications de la conformation molgculaire. Le 

passage Hb (O z ) 4 -* Hb s'accompagne d'une d4 formation de k molecule : les deux 

chalnes a demeurent dans les mimes positions symitriques mats les deux chaines p 
subissent une translation, sans modification de Faxe de sy metric, qui les eloigne Fune 
de Fautre, Le emplacement, appele transition allostiriq ue, iloigne les deux atomes de 
fer des chaines p de 0,7 did, distance considerable par rapport aux dimensions 
molecuiaires qui sont de Fordre de 5 k 6 nm. L'oxygination provoque le mouvement 
inverse. 



Flgurt 4.3i3 Diplacertie]its re]atifs des chaiiies * et 0 de l 1 moglobine tors des echanges. cToxygtne 

(distance en A), 


On voit s’ctablir avec FhdmogLobine un rapport entre la conformation motecu- 
kire Me a la structure quatemaire et Vitat fimctimneL 1) en r^sulie une possibility 
d' autoregulation qui sera developpee a propos des enzymes sous le terme d’alkrstdrie. 
Pour en terminer avec Foxyhymoglobine il nous faut signaler que sa formation 
est leg^rement exothermique. Fdquilibre est done influence par les variations de 
temperature. L'actiou du pH, dont I 1 elevation favorise la formation d'oxy hemoglo- 
bins, est en rapport avec les reman ie meets strueturaux et Feffet Bohr ddcrits 
prycedemment, 

# Combinaison avec Foxyde de ear bone. — Cette combinaison est identique k 
celle avec I’oxyg^ne, le compost obtenu Hb ( CD) 4 appele carboxyMmogbb ine 

prise nte la rn£me coloration et un spectre voisin de celui de I’oxyhdmoglobtne, II est 
cependant possible de les differencier par action d’un reducteur qui dans le cas de la 
carboxyh£ moglobine ne fera pas apparaitre la bande de reduction. 
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La vitesse de combination est plus lente qu'avec I'oxygene mais la stability 
beaucoup pirn forte. La reaction 

Hb{0 3 } 4 + 4 CO J* Hb(CO} 4 + 4 Oj 

a une constants d'fiquilibre d'environ 20(1 (150 & 500 selon les h^moglobines). La 
dissociation est difficile, elle ne peut Sire realises que par de fortes pressions 
d'oxyg^ne, d*oil Voxygenoihempie pratiques dans I 1 intoxication oxycarbon6c. 

La grande affinity de rhemogiobine pour Loxyde de carbone est respo usable de 
k facility des intoxications (des traces suffisent), ainsi que d’urte part de leur gravity 
et de la difficult^ d’y rem£dier, 

* Combination avec dkutres gaz. — De mani&re analogue, rhthnoglobine se 
combine avec dkutres gaz : add? cyanhydrique (ey a nh e mo glob l ne) , monoxyde 
d'azuie NO f corbylamines, etc. La combinaison avec le sulfure dhydrogene 
HS 2 , la sulfh£moglobine + de couletir vert olive, n‘a peutctre pas exactement la me me 

structure. 

Li combination avec le dioxyde de carbone ou carbhimoglobine est de nature 
totalement difftrente et de moindre importance physiotogique. II s'agit cette fois 
d’une propriety de k partic proteique dans kquelle n’iniervient pas directement 
Thfeme. Le dioxyde de carbone et Jes ions hydrog^nocarbonate peuvent se fixer sur 
les gronpeiuents basiques de la globine ; la courbe traduisant la fixation en fonction 
de la pression du gaz carbonique est simple, hyperbolique. Les liaisons caibamiitles 
(R — NH — COOH) ou ioniques formees sent in fluencies, ainsi que le taux 

d’hydrog£nocarbonate des hematics, par la transformation Kb** Hb ( O z j d du fait 

de rdchange de protons qui Lkccompagne (effet Bohr), Ces composes, en association 
avec les bus phosphates et potassium, participant au maintien de L'6quilibre acido- 
basique globulaire. 

b, Oxydation de 1' MmoglobLne, la m£th£moglobine 

En presence d oxydams doux qui ne denaturent pas la globine , comme le 
ferricyanure, rhemoglobine est oxydde en meihemoglobine par suite de La transforma- 
tion du fer divalent en fer trivaknt, rheme devenam l’h£maUne> Cette combination 
de k globine et de I hematme, brune en milieu aride (bande d "absorption dans le 
rouge) et rouge en milieu alealin, n"est plus apte k se combiner avec les gaz, De 
l*oxyh£moglobiite trait^e par le ferricyanure s T oxyde en m£th£mogk>bine et libfire 
I’oxygfene ford, ce qui perroct d"en determiner le volume. L’incapacit£ pour la 
hemoglobins de s unir k loxygfcne, done (Tassurer un transport normal de ce gaz, 
est a rorigine d 'intoxications graves ay ant pour causes, soil I 1 absorption de 
medicaments ou de tooriques (nitrites, chlorates, aniline, ph£nac£tine, etc.), so it une 
auto- intoxication intestinale, soit enfin une anomalie du mitabolismc des h£mattes 
ou ffidthemogJobin^mie congCnitale, 

Le passage inverse metMmoglobine -► h^moglobine , qui pent se rdaliser in 
vitro sous rinfluence de r^ductcurs comme Ikcide ascorbtque ou le bleu de 
mgtliyEne, a lieu £galement dans les hematies norma les , C'est un sy sterne 
d"oxydor6duction que Lon peut sch^matiser, en ne ©onsidirant qu + un sen! groupe- 
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a* Proprktes 

Les principales propridtds de cts pigments sont utilisdes pour four recherche, 
kur identification on leur dosage. 

A Fexccption des leucoddrrvds du type bilanne, ee sent des composes & 
camctire basique, saiifiables par les acides, maigrd la presence de leers carboxyies 
eux-m£mes saiifiables et est£Hfiables. En paniculier, ils donnent Lieu a la formation 
de sets complexes, fluorescent; f avec le zinc, 

Les pigments biliaires peuvenr fitre oxydds ou rtdnits. L ’oxydation qui se fait an 
contact de fairest favorite par certains oxydants comme fiode, te chlorure ferrique, 
Fean oxygdn^e, Facide ru toque (reaction de Qmelin). 

Certains peuvent copule r avec Les sels de diazonium pour donner des colorants 
uzoiqites rouge violate. L’on des rfeactife les plus utilises est le sel de diazonium de 

Facide sulfanilique ( HS(X — Qfi, — N— N — Cl) obtain extemporan^ment par 

melange d'une solution chlorhydrique d’acide sulfanilique a one solution aqueuse de 
nitrite de sodium, Cette inaction de diazotation est encore appelde reaction 
d'Hijmans Van den Bergh. 

La condensation avec le paradimdthylamino-benzalddhyde (reaction d’ Erlich) 
aboutissant k un d£riv£ rouge violacd permet la recherche et le dosage des 
chromogenes urinaires et fecaux. 

b, Principaux pigments 

La b&irvbioe est le principal coastituant des pigments biliaires. On la trouve en 
quantity notable dans la bile et les calculs biliaires des Mammiferes, k Fetal de traces 
dans le sang (moins de 10 mg/1 de serum) et de fa^on pathologique dans 1’ urine des 
id^nqucs, 

Cest un corps cristallisable, de coulettr orangee t soluble dans le chloro forme, 
ks akalis en formant des sels (bilirubinates), mais insoluble dans feau en milieu 
neutre ou acide. Sa recherche dans Purine se fait par oxydation en biliverdine et 
pigments voisins, son dosage dans le sdrum est gdndralement bas£ sur la reaction 
d'Hijmans Van den Bergh. II fhuf alors distinguer : 

— la bilirubine Ubre, norma lenient seule prtsente, insoluble dans Feau mais 
transports par la sgfumalbumine. Elk ne donee lieu k la reaction color ie qukn 
presence d’un solvant d 'extraction (alcool, chloroforme, benzene, cafeine dans une 
solution de benzoate de sodium) et pour Cette raison on park encore de bilirubine 
indirecte ; 

— la bilirubine conpguie, combinCe k V acide glucuronique (p. 167) (glucura- 
eonjtipison h^patique), trds soluble dans Feau. Cette forme qui peut lire dosee 
directement (bilirubine directe ) se rencontre dans la bile, dans le plasma lots de 
certains icteres cToU elle peut alors passer dans t'urine. 

La biliverdtne, vert fonci, presents dans La bile de certains animaux. results 
d'une oxydation de la bilirubine, Elle ne donne pas de diazo react ion, ni de reaction 
d'Erlich, 

Les chzvntog&ws, V unrbiiine, la stereebiline. Dans Fiutestin, sous F influence de 
la flore, les pigments biliaires subissent une sdrie de transformations au corns 
desquelles se torment des chromqg&nes du type bilanne (m£sobilirubinog£ne, 
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levures. Ils se rencontrent s^panSment cbez les InverfebfidB, les vig^taux sup£rietirs et 
Its bactdries ; 

— des cytochromes a repartition plus limitee — designes par les letlres 
e, /, h t etc., ou les sym boles d,, b^, b+, c 2 , etc., par suite des analogies spectrales avec 
les cytochromes a, h, c — sont frequents chez les miero-orgamsmes. 

La structure de ces chromoprofeines est comparable k ceJle de I'h^mogLobine. 
Chaque cytochrome com porte une fraction proteique specifique, de masse molecu- 
lar re assez faible et dont l’dtude des structures est en pie in d^veloppement, et un 
groupement prosth^tique resultant de f association du fer et d v une porphyrine. 
Toutefois il faut noter un certain nombre de differences : 

— la porphyrine est taotdt la profopoarphyrine (cytochromes b et c), tan tot une 
autre porphyrine (cytochrome a ) ; 

— le complexe ferporphyrine est du type covalent, Ja distribution des orbitalcs 
est diffe rente, Le complexe ferreux peut fee dement odder un electron et le complexe 
ferrique a un pouvoir accepteur tf electrons prononce ; Ins cytochromes sont des 
tnsnspo/teuns d Electrons : 

Cyt Fe 2+ Cyt Fe 3 * + e~ 

Forme reduite Forme oxydie 

Le passage des Electrons peut se faire d un cytochrome I un autre et la 
cytochrome-oxydase (a + Sj) peut assurer le transfert a Foxygdae. 

— La liaison entre la protdine et le groupement prosthitique est diffe rente de 
celle de FMmoglobine, les rdsidus eysfeioe pen vent partidper k des liaisons thio- 
ethers avec les chaines laferales de la porphyrine com me cela paralt etre le cas dans le 
cytochrome c, 

Les cytochromes, fixds plus ou moins solidemen t sur les mitochondries, quand 
elJes existent, peuvent se combiner avec divers composes (€0, CH" , antimvcine A, 
etc.) qui se component eomume des inhibiteurs vis-a vis de certains d "entre eux en 
bloquant le transfert d*61ectrons+ 

* Les enzymes hfcminiques comprennent : 

Les catalases, presen tent dans les tissus animaux, les bactlries aerobics et cn 
quantity beaucoup plus faible dans les tissus vegetaux, catalysent la decomposition 
des perojtydcs : 


2 H 2 0 2 — ► 2 H 2 0 + O, 

Leur groupement prosthitique est ie derive ferrique de la protoporphyrine, f bima- 
tioe* 

Les petvxydases f csscnticlleinent v£g£tales ou baeferiennes k (Exception de la 
lactoperoxydase du lait et de la myilopemxydme des leucocytes, catalysent Foxyda- 
tion d p un substrat a partii d’un peroxyde selon liquation : 

jRH 3 + H 2 G 2 -+ f? + 2 H 2 0 

Le groupement prosthitique est dgalement un derive ferrique de porphyrine \ 
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— Non respiratolres. — Nous retieudrons dins ce groups Ics chtoroptAStiaes, 
chromoprotfines resultant de l 1 assemblage d’une protime et d’une chlorophylls qui 
repr&ente le grouperoent prosthftique. 

Les chiorophyltes sont des complexes magnesiens de porphyrines, dans lesquels 
le noyau tetrapyrrolique porte en plus des huit radicaux flxfs aux sommets des 
noyau* pyrrole* un neuvi£me radical au niveau de run des pouts mfthfniques. De 
plus fun des groupes propanoiques est csttrifie par le phytol, alcool primaire en 
C^v Les diverses chlo top hy lies (chlorophyLlcs a, b, bactfriochlorophyLles) different 

les unes des autres par la nature des radicaux substituants, 

En association k des phospholipides, des carotenoldes et des enzymes, les 
chloroplastines constituent les chJoropiastes, inclusions cyloplasmiques i ultra- 
structure complete, sieges de fa photosynthese. 

Dartres pigments vigitaux, les phycobUines, apparent^ aux pigments biliaires 
{absence de metal, quatre noyaux pyrrole enckainls lin fakement)* peuvent fgnle- 
ment figurer id. On les rencontre dans les Algues rouges et les ALgues bleues et its 
sont classes selon leur teinte en phycocyanines et phycoirytkrmes, 

b« Les chromoprotfines non porphyriniques 

— Respiratoires. — Ce sont les bemirythrines } pigments b runs de certains vers 
(Giphyriens) et les h4mocy r miitie$ r bleues h Fitat oxygCnf et contenues dans 
rhdmolymphe des Arthmpodes et des MoJlusques. Les premieres renferment du fer, 
les seconder du cuivre, 

— - Non nesptratoires* — Ces clrromoprot fines tits varifes comprennent : 

des mitMlhprotiioes qui sont generate ment des formes de transport ou de itttse 
en reserve : do fer (femtine de la rate et du foie, sidirophiline plasmatique), do 
coivre (hipatocupriine du foie de pore, ctruliop las mine), A cet ensemble se 
rattachent, fgalement, un certain nombre d’enzymes (pbinoloxydases* acide ascorbi- 
que-oxydase, etc,) ; 

des c^rotinoprotiiaes, associations d une profeine et d + un carot^nolde (p. 245), 
Ex. i le pourpre r£tinten (p. 245) ; 

des Oavoprotiities parmi lesquelles sont dassfes des enzymes essen tidies du 
mdabolisme cellulaire. 

Les trois autres groupes d"Mt6roprofeiites : aacteoprotiines, gtycoprotiioes et 
lipopratOaes, re prf sealant plutdt des associations molfculaires, seront Studies 4 
propos de chacune des espices biochtmiques constituaat le « groupement prosthiti- 
que ». 
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Les glucides 


Les glucides sont des composes typiquement tenia ires (C, H T O), universe lie- 
mmi r£pandus dam la mature vivante. lls represented environ 5 % du poids see des 
animaux et 70 % du poids sec des v6g£taux. Certains sont extraits dans la fraction 
acido-soluble, les sucres en paxtieuiier, d’autres sont des composes macromoteculai 
res. Les glucides se leparttssent en deux groupes scion leur comportement en milieu 
faiblement adde et & chaud . Les sucres simples ou oses comme le glucose ne sont pas 
modifies dans ees conditions ; lls ne sont pas bydrolysables. Les glucides complexes 
on osidss comme le saccharose ou I’annidon sont hydrolysables et libfirent un nombre 
variable de molecules d’un ou plusieurs oses , Ce groupe est subdivise en hoiosides qui 
ne libbrent que des oses et en heterosides qui libdrent en plus une fraction nori 
gluddique appeltfe agiycone D’oii le tableau : 


non hydr-olytabJes = oses 


GLUCIDES 


^ (ajMlroIj'Sftfetes ■= twines ^ 


hoiosides m co nd filiation d L nn ou 4$ flits 


heicrosjdts = hoiosidt trn ose +■ agJyoioc 


Structure et proprietes des oses 


Par sa repartition dam le monde vivant, £ I '6 tat libre on combine, par son rdle 
biologique et par son importance dans la structure de aombreux glucides, le glucose 
peut etre consider* comme le reprCsentant type de ce gmupe, C'est lui que nous 
present crons et qui nous servira le plus souvent d’exemple. 

Le glucose pur se presents sous forme d’une poudre blanche £ saveur suerfce. II 
cristallise en fines aiguilles n’ayant pas, dam les conditions ordinaires, de point de 
fusion net. Chauffe, Te glucose suinte> fond vers 150 ‘C mais commence aussitdt £ se 
decomposer : U caramelise. 

Ties soluble dans beau, mime £ la temperature atnbiante* le glucose esi 
dgalement soluble dans le methanol et la pyridine mais insoluble dans I'ether et les 
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solvents aromatiques. Les solutions aqueuses ccmcentrees soul sirupeuses* de savour 
sucree bien que ie pouvoir sucrant so it nettement inferieur a celui du saccharose 
Le glucose est actif sur la lumiire polarises, m forme flaturelle est dextrogyre, 
d'ou I 1 appellation de dextrose qui lui est parfois donnee. Son pouvoir roiatoire 
specifique est de + 52 8 5. Si Fon determine ce pouvoir rotatoire I partir d une solution 
fralchement prlparle* on constate que pour une mime concentration sa valeur, bien 
que tou jours positive* depend des conditions de crrstallisation et varie avec le temps* 
en glneral en decmissant, pour se stabiliser au bout de quelques heures, On do one k 
ce phenomena le nom de mutarotaSion (ou multiple rotation) et Fitude de la structure 
va permettre d T en expiiquer 1'origiite (p, 162), 


I. FORMULE DEVELOPPEE LLNEAIRE 


A. For mule moteculaire 

L'analyse iMmentaire et la ditermination de la masse molaire permettent 
d’attribuer au glucose la formule brute : 




La prepuce de six atonies de carbone dans la mollcule fait classer cet ose dans le 
groups des hexoses. 

Pour le glucose, et pour de aombreux autres glucides comme le saccharose 
C^H^On* Famidon (C 6 H| 0 O 5 ) n, etc * les lllments H et O sont dan's le mime 
rapport que dans la mollcule d s eau t d*oil la formule glnlrale Cn^H 2 0^ p et 

Fancienue appellation dehydrates de carbone qui doit lire abandonnle ( 1 ). En effet* 
certains composes qui correspondent k cette formule glulrale ne sont pas des 
glucides (methanal CH^O, acide lactlque C3I-4O3), et certains glucides ne rl pendent 

pas I cette formule* le dlsoiyribose C s H m Q 4 par exemple, Enfin le terrae dehydrate 
de carbone peut prlter & confusion quant a Forigine ou h la structure des glucides 
dans laquelk les elements H et O ne se ttouvent pas sous la forme de molictiles 
d’eau. 

A partir de cette formule brute, il faut envisage! maintenant la structure 
mollculaire en relation avec les propriltds chimiques. 


(I) 13 nzu est pas die. mime dw to littinwre tliwpie, atnsi Le icnne de * carbolsjidretes » tn d'un easf to! 
gingraJ dans lei uu^nagef anglais er Hnrtiricairu. 
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Forraule semj-d£ve]opp£e 

— La r^ductiori du glucose par l 1 stride iodhydrique en. prisenee de phosphors 
conduit i un melange de derives de substitution iodes correspondant a Fhexane 
normal Les six atonies de earbone de la molecule soot done enchalnds JinMrement, 
sans ramification. 

— L’estdiiflcation totale du glucose par Fanhydride antique en presence de 
pyridine (acetylation pyridinde) aboutit a des penta-acetates. II est done Jogique 
d s admettre h presence de cinq groupements hydroxyles — OH appartenant & des 
fonctions alcools. Compte tenu de Fencharnement lineaire des six a tomes de cafbone, 
deux solutions sotit A envisager : 

• presence d'une fonction akool prim a ire et de quatre fonctions alcools 
secondaires soit ; 

CHjOH— ( CHOH ) <-CX 

• presence de deux fonctions alcools primaires et de trois fonctions alcools 
second aires soil, sans pr^jmger de la position des fonctions ; 

enpn- (CHOH ) J=CX 

La comparaison de ces formules avec La formule mokculaire montre que 
X - OH et X' - O, La determination de la sixieme fonction (aldehyde on c£tone) 
permet de choLsir entre ces deux possibilities, 

— L oxydation mtnagge du glucose par k brome ou I'iodc, k la temperature 
ambiante et en milieu faiblement alcaJin, conduit an sel d r un acide akool : Fadde 
gluconique 

CH-,OH— { CHOH ) *— CO; Ni + 

Ohicunalc de sodium 

Cette oxydation qui est facile et qui conduit a un sen I acide, sans rupture tie la 
chains carbonic prouve que la sixieme fonction est une fonction aldehyde. 

Le glucose est done un hexose aldehydique ou aidohexose de formule : 


CHiOH — (CHOH ) + — CHO 
Ola 

t t t $ * 

Ct^OH^CHOH-CHOH«=CHQH-CHOH=CHO 
6 5 4 3 2 1 


L’autre solution X 1 = 0, represen taut une fonction cetone, se rencontre 
dgalemeffl dans las ghtcides naturek Elle correspond k un ettohexose, le fructose. 

Pour repdrer les different & atomes de earbone de cette formule, on a convenu 
de les num6roter dans la mokcnle en dibutant par celui qui poite la fonction 
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ald&fayde (carbonc le plus oxyde), Un autre rooyen consists I repdrer ces atonies par 
les premieres lettres de Falphabet grec en part ant de celui qui suit la fortction 
caractdristique. D’ofo Fdquivalence 2 = a, 3 = ft, etc, 

— La formule sem ndeveloppee ci-dessous met en evidence la presence, dans la 
molecule de glucose d'atomes de « carbone asymetrique », d’ou Fexistence d’un 
pcmvoir rotatoire, Les qmatre carbones asymetriques, a’ 2, X 4 el 5 poient des 
problemes dlsomerie el de plus, si dans ta formule en projection ces a tomes soiu 
represen les alignes, la configuration reelie pent sa realise r de plusieurs fa cons 






H 





C 



H 


Coftfitcumlitms du ^uluw 
cn> perspective (H ei OH 
dies carbones aiymci rit^uc* 
n'onl pus etc represen tesj. 
Li Oirbonc I cst 3c carbonc 
aldehydqqtw, le carbonc ft 
parte la Fence sort alciinl pri- 
mu ire CHtOH. 



CHO 



CH 2 OH 



C- Formule developpee 


— La presence d«s quatre carbones asym^triques permet de pr^voir d’apr&s les 
regies de l'isomerie optique la possibilite de 2 4 = 16 aldohexoscs Isomfcres optique- 
ment actifs, 11s sent tons connus. les uns sent des produits naturels et les autres out 
dtd obtenus par synthase (p. 141). II est facile de les representor en realisant tous les 
arrangements possibles pour les hydroxy les des carbones asymet riques. Les tommies 
1 T II et III d'dessous ne correspondent qu’£ trois de ces possibility. 


CHO 
HQ— C— H 

i 

H— C— OH 
HO— Lh 

f 

HO-C- H 

L glucose 



D cJucHJse 


CHO 

H— C — OH 
HQ— C— H 
HO— 

H— C— OH 
CHjOHi 
D g aJa close 
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— Des mdthodes chimiques pemiettent de passer d'un ose & n alomes de 
carbone soit I son hamologue supgrieur, wit b son homologue inftrieur Nous en 
retiendrons deux examples. 


■ Action de t’acidc cyanhydriqut\ — L’acide cyanhydrique s^additioruie sur la 
Fonction aldehyde pour former un nitrile alcool ou cyanhydrine Far hydrolyse, il est 
possible de passer a F amide , puis a Faride et de la par reduction a F aldehyde , c est-a- 
dire b m nouvcl aldose poss£dant un a tome de carbone de plus. 



2 CHOH 
' 


H 

A Mow 
n eartmntt 


CN CONH. 

I 1 

CHOH CHOfi 

+ HCN I +H,0 I 
p- CHOH — ^-CHOH 

I I 

ft K 

Cyanhydrim Amide: 


CQOH 

I 

CHOH 
- H-,0 1 

i*CJHOEi 


i 


Acid* 


1 J CHO 
r CHOH 

rMwika 

~y CHOH 

A 

Aldose ( h + 1 ) 
aibones 


En fait, partant d’un aldose, op obtient un melange, la synthase n’6tant pas 
stdr£osp£d$que, Les deux isom&res different settlement par le carbone n*2\ par 
suite de ] 'apparition d’une nouvelle fonction aicool secondaire* ils sent dits 
Cette synthfcse oonstitue la method? de Fischer* KUiani. 


• Action de l' hydroxy famine {methode de degradation de Woht). — Par conden- 
sation avec F hydroxy lamine, la fonction aldehyde passe a I’d tat d 'oxime de laquelle 
on peut faire d£river la cyanhydrine puis, en presence d T oxyde d’argent, un aldose & 
(« - 1 ) carbones, 

piQ CHNIOH CN 

H>NQH 1 ^H 3 0 | 

CHOH ■ CHOH — < ► CHOH 

.1 1 1 

Aldose Oxime Cyanhydrine 

n carbones 


AgXJ 

— - — ► HCN 4 CHO 

R 

AWuw (n - 1 ) 


Si la configuration d f un aldose a n carbones est connue, on peut done en faire 
deriver deux aldoses epimferes b (n + 1 ) carbones et in verse merit on pent identifier 
deux ^pim&res au fait qu’ife foumissent le m^me homobgue iufiirieur. IL deviant akirs 
possible de prouder par recurrence. 

Fartant du D glycdralddhyde (triose) la synthase chtmique fournk deux tetroses 
scion le schema j 


:ho 


cho 


CHO 

CHOlt 

1 H— C— Oli 

HO— C— El 

H_Loh - 

1 

H— C— OH = 

1 

J H— C— OH 

T 

+ H — C— OH 

1 

ch z oh 

1 

CBjOH 

tfiOH 

CHX)H 

D gfytenJdehyde 

MiJarjc 

Tfaow A 

Te Erase B 


jvriahl 


ih 


sri 
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Chaque Spim£re etant isoll, 11 esl facile de determiner son pouvoir rolatoire 
splcifique, il reste alors k Itablir la conespondance pouvoir rotatoire-configuration 
(OH cis en A ou OH trans en B). 

— Gertaines reactions des aldoses font intervenir k configuration de deux 
hydroxytes suceessifi (ou viciii aux), les propriety des derives obfenus variant sdon 
qu’ils sont ds on trans, la reaction etant elle-mlme plus ou moiiis facile scion le cas. 

Ex, : Lkitliificatioa par Facide borique est plus facile avec k derive cis. 


H— C-Oli 

L tH 

H — C — OH 


h-J: 


3 do^ 




H — C — O 


/ 


B— OH + 2 HjO 


II est done possible dktablir la configuration niokculaire et de la relier au 
pouvoir rolatoire, Dans Femploi chobi, le tdtrose A a dll identifid k Virythose 
iivogyre, le tdtrose B au tkriose dextrogyre, On pourrait proedder par analogic pour 
les honwlogues supdrieurs et pour des derives du L glyceralddhyde, d'ou les series : 


D glycer aldehyde 
L glycer aldehyde 


2 let roses 
2 tltroses 


4 pentoses -t 8 hexoses ' 
4 pentoses -+ 8 hexoses 


16 hexoses 


D’aprls ce mdcanisme, it ressort que + dans chaeune des series, Fhydroxyle fixe 
sur ravant-demier a tome de ear bone apparaitra an projection § droite si Fose derive 
du D glycdralddhyde, k gauche si rose derive du L glyclralddhyde, Dans le premier 
cas, le sucre appartient a la sine D, dans le second k la sine L. Ces donnies sont 
conventionnelles et nont aucune relation avec le pouvoir rolatoire, sauf pour le 
glyceraldehyde (les deux tre loses ci-dessus appartiennent a k serie D, Fun est 
dextrogyre, Fautre Idvogyre). 

Parmi les 16 aldohexoses isomires, 8 appartiennent k la sdrie 0, 8 a la sdrie L 
A chaque isomdre D correspond son antipode optique L dont la formula est 
symetrique par rapport a un plan, Les deux antipodes optiques ont les mimes 
propriltls, d'ou le mime no no, mais leurs pouvoirs rotatoires spdcifiques sont 
opposes 


Le glucose nuturel est le 0(+) glucose * 


Pour rdsumer, nous dirons que les aldoses sont les o$e$ dont la fonction 
carbonyle est en bout de chains (fonction aldehyde). Leur formula gdnlrale est k 
suivante : 




CHjOH — ( CHOK ) -if 

" ‘ (i-2 


H 


vnohtc 


>rial 
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In ce qui concerns la nunterotation, le carbone 1 est celii qui pone la fonction 
aldehyde. 

Lea pnoblemes relatifs k la structure des cetoses sont analogues a oeux des 
aldoses. Cependant il existe queiques differences. 

— La pnctfan dime voisine d'une fonction alcool primaire correspond done 
an carbons n 2 d’apr^s notre numerotalion. 

Ex, : Fructose 


O^QH-CHOH -CHOH— CHOH— CO— CHjOH 

6 5 4 3 ii 

— Le remplacement (Tune fonction alcool secondaire par une fonction alcool 
primaire dimirme d’une unifl le nombre de carbones asymetriques, Far suite, le 
nombre d'isom^res est mottii moindre . ies edtohexoses posse dent trojs carbones 

asymetriques d'Oii la possibility de 2? = & isomferes re partis en 4 de la sene L et 4 de 
la seric D Lore d’une transformation aldose it cltose, deux aldoses epimCrcs 
conduisent au meme cetose et inversement. 

D’une manlere gene rale, nous dirons que Ies dimes sont les oscs poss&knf une 
fonction carbonyle contigug a une fonction alcool primaire terminate. 

Leur formute generate est : 

CHjOH— C — ( CHOIt ) — CHjOH 
1 3 I <a-3> fi 

Le carbone 1 est cetui qui porte la fonction alcool primaire contigue au carbonyle. 


D. Proprfotes 

Diverges proprtefos chimkjues sont en accord avec ccttc structure aJdlhydique 
on cetonique, 


1. OXYDATION ET PROPRlfiT^S R^DUCTRICES 

— Selon la nature de Pose et Ies conditions de roxydation, il est possible 
d'obtenir differents acides. 

a. L’oxydation peut ne porter que sur une seule fonction 

— LWc et le br&me en milieu faiblemenl a leal in (melange tamponne de 
carbonate et d’hydroglnocnrbonafe de sodium pour Fiodc, carbonate de baryutti 
pour le brome) et & fro id oxydent spldfiquement la fonction aldehyde en acide, Dans 
ces conditions lea d loses nc sont pas alfaquis. 

CHjOH — ( CHOH > ^CHO^- CH,OH™ (CHOH > ,,-COOH 
Abti lAfjrw AtAie aMoiiiqui 


r- 




Tableau I. Osh de 1 b stric D ayam dc 5 & 6 

Chn 
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§ * I 

=" H §■ I 

I 


!■ 

3 


3 ^ * 

0. Q r q. 




Copyrighted material 


AWwH 116 14 0 Cttows * Ji tfrie D 



Hidden page 



m B10CHMIE SIFWCTURAUE 


sorbitol pour Je fructose : 


K 

V 


i 

H — C— OH 

I 

H a 


cl HO— C H 


CH,OH 


r l Ll u 'j t i li r> 


tH,OH 

lJucoie 


H C 

V 


ciijOH 

Gluntol 


CH^QH 


I— rerfucnoft 


CHjOll 

maii'rwrac 


ch 3 oh 

i 

c=o 


h- rdihieiiors 


CHjOH 

fructose- 



CHjOH 

rmnnitn] 

CH,OH 


gluciiot 
CKjOH 


CJH f OH 


- raanmiiwr 


CH,OH 

— Si la fonction aldehyde ou cetone a ete prealablement protegee par 
combinaison, Voxydmim pom alors sur ta fonction aicooi primate. On obtient ainsi 
un uride uraaiqm qui possede un groupement caitxmyk, 


M o 

.V 


H ,0 

V 


icmn } A1 


t non 

] LHIIULk' (JCIlLTiJr 


COOH 
hirjuuk 
lijurjiirc J'or lindmite <*e 
adJc uroniquc I'atidc gliiiuTLKii(|ue- 
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Les ce loses foment chacun deux aeides uroniques, selon la tone lion alcool 
primaire qui est oxydee. 

Ces aeides uroniques pr£sentent one trfes grande importance biologique taut ao 
point de vue structural que fonctionnel, 

b. L’oxydatton pent porter sur plusieurs fo net ions 

— Uacide nitrique a chaurf oxyde les deux functions terminates des aldoses 
formant ainsi des diacides : acute D saccharique <m D gimanqm 
COOH— ( CHOH ) 4 — COOH pour le D glucose* acute mucique ou D galactarique 

pour le D galactose. 


COOH COOH 


COOH COOH 

il-LLilc acidc 

Sliwuriqur gatflct&riqitc 


Uoxydation des cdtoses est pins compiexe, il y a rupture de la chaine carbonee 
et formation (Tun melange decides carboxyllques. 


CHOH 


CHOH ) 1 _ J — CHjOH 


V 

-C-c 

uxydalKHi 1 P« I'acide nitrique 
t ii chiaiid 


COOH 

+ 

COOH 

I 

<CHOH) n _. t 

COOH 


HCOC — CQOH 
+ 

<j)OOH 

C CHOH ) ft _ 4 
COOH 


— Un cas particular correspond | loxydation des oses par Yacide pSri&diqm 
HlCq, En milieu aqueux et a la temperature ordinaire, ce r^actif oxyde les polyols 

acycliques et les aldoses en un melange de mdthanal provenant des fonctions a Icon I 
primaire et d’atide nrfthanoique produit d’oxydatkm des fonctions aleool seoondaire 
et aldehyde selon les Equations ■ 


CH/JW— f CHOH ) v CH,OH + ( or + I ) IO; - 2 HCHO + n HCOOH + H..O + < n + 1 ) IO; 


CHOH ( CHOH > CHO + (> . 1 > io; - HCHO + ( ir + S ) HCOOH + (n + l ) £Oj 
L’oxydation des c« loses est plus irrtgulidre* 

Le mdcanisme de roxydation pdriodique est connu T des oxydations partiellcs 
sont possibles, tons les composes intervenant dans les reactions sont facilement 



Hidden page 



LES GLUCIDE5 149 


etre consid^rfe comme tquivalente a urn solution d'oxyde cmvnque CuO, Let OSes 
r£duisent cette liqueur bleue avec precipitation d'oxyde cuivreux CuO^ rouge. 

D’autres complexes sont, de m£me, rfohiits, tn&s sou vent avec precipitation du 
metal reduiL 

Ex, : Les solutions nicotines d'iodomercurate NJ sont reduites a chaud 
avec production d'un ptecipite gris de mercure ; 

— le nitrate d’ argent ammoniacal |Ag (NH-,) est reduit I P£tat d’ argent 
{experience du miroir argent) ; 

— les solutions a lea lines et tartriques de bismuth produisen l un predpitc noir de 
bismuth ; 

— Ie ferncyanure de potassium est transform! en ferrocyanure, 

■ Reduction de composes arganlques. — Dans les tnSmes conditions exp^ri- 
me males, les uses r4duisent Ie bleu de mttkytene en son leueodMvy, Vucide picrique 
(trinitrophdnol) en acide picramique (aminodinitrophdnol) rouge, le chlorate de 
tap hinykit razo Hum en triph6nylformazan rouge sombre, etc, 

Toutes ces reactions, bien que non stcechiom£trfqiies, offrent de nombreuses 
possibility analytiques tres utilisees au laboratoire. 


2, DfiSHYDRAT ATION 


* En milieu neutre mi faiblement acide, les oses sont stables, ill ne sont pas 
hydrolysables. 

* En presence d’acides forts (HD, HBr, H^S0 4 , . ..) en concentration suffisante 

et h chaud, les pentose et les hexoses sont dehydrates pour former du furfural ou 
run de ses d£riv£s. 

Les pentoses, trails par P acide chlorhydrique concentrd, donnent du fur jural. 


r>i 6 -c 

1 i 


c-^oh! 


HO 


■CM 


H H' 


l i 

H C— H 

L " J TdHHp-' 


H + 


' H 

C^CHO HC '- 0 - C "CHO 

Furfural 


+ 3 H,0 


Les hexoses conduisent k V hydroxy mithy l ft rft ral, farilement d6doubM en 
acide mdhanolque et acide l^wiiiiique. 


Hesosc 

3 HO 


J ) — CKO "‘-CK, — CO— CHj— CH ? — OOGH + BCQOII 


H yd roxymel h y ] f u rf u ra 1 


Adds 

levuliniquc 


mtihano'iquc 


Le furfural et ses derives peuvent se condenser avec des phenols (resorcinol, 
orcinol, naphtoresordnol, a-naphtol, etc,) pour former des derives colords mtdres- 
sants pour Panalyse (reactions jurjunaliques)* 

On pent citer a litre d’exemple : la reaction de Molisch qui caractdrise tons les 
glue ides de complexity suffisante ; en milieu sulfurique et I chaud les uses sont 
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II. FORMULES DfeVELOPPEES CYCUQUES 
A, Comporteroents parficuiiers 


Bn fait, si le glucose se comporte comme m aldehyde vrai vis-^-vis de certains 
reactifs, 1 n’en est pas de me me dans routes les reactions caractcristiques dc La 
fonction. Ainsi ; 

— Le glucose ne recolore pm le rHactif de Schiff ei m forme pas de derive 
bisulfitique (hydroginosulfitique ) . 

— Un aldehyde vrai pent foagir en milieu adde avee deux molecules d’alcool 
pour former on d&rivg diatcoyfc : un acetal. 

on p#" 

R ' — OH ( f»OK f 

H-CHO ja R - C H * ft— C-R + H,U 

OR’ OR 1 

Aldehyde Semi- uu herm-aue-tal ActLiil 

Lac^tal pent aussi lire eonstd^rg com me un ^tfier-oxyde dehydrate d’akfohyde 
qui est un compose instable. 




OH OR’ 

^ + H z O si R— C^H 4 2 R r -OH ** fl— C^-H +2H z O 

H GH OR 



AldeiiyJf 


HyiJiiHe d'aldehvdt 


Acetal 


Le glucose par action du methanol en presence de HQ anhydre ne foagjt 
qu'avee une seuie molecule pour former un methylghtcoside et de Team. Plus 
pr£cisement U se forme deux isom^res, les met hylglucos ides ex et |i, mais la reaction 
est 'biart analogue au passage hemi-acetal, acetal. 


QH lj O b + CH* — OH SJ O— CH, + H,0 

— Lore de l’ac^ tylation du D glucose on obtient aussi deux penta-acetates a. et 
p est^riftes sur les carbones n' 1, 2, 3, 4 et 6. Ce qui est en parfait disaccord avec la 
fo ramie linCaire du glucose. 

Ces diverges constatations ont conduit a admettre Inexistence d'une lisfson de 
type hani-ac6tMlJque entre la fonetion aldehyde et Tune des fonctions alcool de la 
chamc. 
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B« Les tonnes pyranniques 

— Letude des met hylgluco sides a et p permet de condure k ime liaison avec 

1'hydroxyle fix6 sur le 5 e Carbone (p&nt J - S) pour le glucose nature I, La fonction 
aldchydiqne inclu&e dans la liaison hemi-acetalique est parfois qualifiee de «■ pseudo- 
aMehydique » : 



w & 

D fjuctrsc altl£ hydiquc Farm* hydiatt-t D glucose hcmi-atxtultque 

Cette liaison fait apparaitre une nouvelie asymitrie sur Le carbone n 1 k laquelie 
correspondent deux isomires d&signis par les lettres a et p. Ces deux iso mires 
pamculierSt encore appe!6s anomires t sent stables* Us ont iti isolis a I'itat crist alii si 
rnais le passage de run a I'autrc est facile ei solution et aboutit a un 6quilibre (p, 160), 
ILs different par leurs propnetis physiques done par leurs pouvoiis rotatoircs (ce nc 
sent pas des inverses optiques). La forme a obtemie par crisiallLsation i partir d + ure 
solution aqueuse a pour pouvoir rotatoire spicifique [a]® c = + 113*, la forme b 
resultant de la cristaUisation a partir d'une solution dam 1’acide acitique on la 
pyridine a pour pouvoir totatoire sp^cifiqut [a]J* c = + 19". 

Au mode de representation en projection utilise jusqu'alors et qui ne tient pas 


Sithstatuant axial 




riahtf 


erial 


Flpff $4 Ctatomutiotis du D gluwpyranw- 
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compte de la disposition spatiale des atonies, i! est preferable de substituer le mode 
de representation en perspective du k Haworth. 

Lea tommies cydiques sont & rapprocher dhctorocycles conn as en chimie 
organique. Dans la liaison 1 - 5 il s’agit du pyranne (1), Le glucose eat sous forme 
pyrannique et scion le cas on parle d’a-D glucopywnnose ou de £-D giuc&pymmmt* 
Dam cette representation (fig. 5.2), le cycle est horizontal, lea hydroxy lea et las 
hydrogenes 6tant places au-dessus ou au-dessous de son plan salon leura positions sur 
la foimule en projection. La forme a, qui a le pouvoir rotatoire le plus 41ev| pour 
hose de la s&rte D, a son hydroxy le porte par le carbone n* 1 sEtu£ au-dessous du 
cycle ; la tonne p, dans laquelk tous les hydroxy lea alter cent regulkremenL a son 
premier hydroxyls invert 


Fonnuks cn projectwrl 


Formufces en perspective 


H 


OH 


V 0/ 



I 


-OH 
H— <jT— OH 
HO-C-H O 
H-i-OH 


ch 2 oh 


hoh 3 c-c-ei 



a-& glncopyniuiOK (1-5) 



CH,OH 

Jl-D ffu-eppyraeiitese {1-5) 


Figure 5.2 Formules pyraiwkjucs du D glucose. 

Passage de la formule aklehydiquc limcaine aux formules en perspecii*e> (formules completes e« 

fcwmie& cUnpttflte*). 

(1 ) Les mots pyranne. furanrte el les Cermet dinvis. sunt ScMrmal urltiugriptuts alts: deux, n pour pit-riser qu'ils 
0 urtl pat de rapport avsc les. slants. 
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EnRiij iE fuut signaler que. dans les formes pyranniques stables, rhetcrocycle 
n 5 e$t pas plan, 11 peut, comme le cyclohexane, adopter diverse® con formations, lea 
deux principales etant la forme bateau et la forme chaise (fig. 5,1). Cette demure doit 
pridominer large merit par suite de sa plus grande stability ce qui est confirm^ par les 
determinations physiques, De plus le P-D glucopyrannose doit rcmporter stir Ja 
forme t*. Tons les substiiuants Itant eo position dquatorkle, ij est plus stable. Cette 
prevision £nerg£lique est virifi^e, am moins en solution oCi la forme f$ domine, oe qui 
n’empeche pas la forme a d’etre la plus abundant® dans le glucose industriel 
criatallisti a parlir d ime solution aqueuse. 

C, Les formes furanniques 

Lore de la formation des a et p-methylglucosides on a mis en Evidence un 
troisitmt isomire, le y-mettaylglucoside, dans lequel la liaison herni-acetaliqne se fait 
entre la function aldehyde et J’hydroxyle perte par Je quatrieme carbone (pent $ -4) r 


Fofmules en projeccinri homules en penpectt¥e 



[FD glurafuraitnosc 


Figure 5 J- Fbnimite furawniques du D gJuous*. 
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Ce nouveJ heterocycle est a rappmcher do noyau furanne i cinq sommcts et l'on 
parte alors de glucose furannique ou giucofurannose (fig. 5.3) avec ses deux isom£res 
u et p r Toutefois cette dernitrc forme riest pas stable & Felat libre et si I on tente de 
Pisoler, eile se transforme en forme pyrannique. 


D* Contribution de l’oxvdatron periodique it Fanalyse des structures 
cycliques des oses 


Coirune cela a it& d£crit anforieurement (p. 147) f I'acide periodique oxyde les 
oses ; en appliquant cette reaction au glucose sous forme aldghydique, le bUan 
s^crit : 


4 - 5 HIO 4 -- C=Q + 5 H— OOQH + 3 HtOj 


CH,QH 

Oue devient ce bilan pour le glucose sous forme pyraimiqae? 

Pltisieurs m&a nismes d'oxydation des oses cy cliques out ere postuMs, 

En solution aquetise, it exists un cquilibre ta«tom£re entre 3 formes du 
glucose 1 Yn-D gluoopyrranose, le $-D glucopyrranose et !e D glucose aldghydique 
(p. 160). 

11 est vraisemblable que Faction de I'acide periodique porte essentiellement sur 
le glucose aldehydique ; sa disparition ddplaec I'^quilibre des formes pyranniques 
vers la forme iin&aire* Le bilan de Foxydatkm est done le meme pour le 
glucopyrranose et pour le glucose lin£aire. 




CHjOH 


5 HJOj + H -CHO + 5 M— OOOH 


En revanche, si la fonction hemi-acetalique est bloquee, la forme lineai re 
n’Cxistc pas, loxydatjon porte sur la forme cy clique et me sera que partielJe. Elle peut 
contribuer & determiner la nature du cycle. 

La fonction hemi-acetaliquc est hloquee sous forme de mcthyl.oside, pour eda 
fose est sounds a faction du methanol chiorhydrique en milieu anhydre. 


TICirT 


»rial 
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L'oxydation d’une mole de methyl £>- g 1 u copy rr anos i de consomme deux moles 
decide pdriodiquc et libire une mole d'acide methanoique. 



ch t oh 


h 


O-CH, +■ 2 HIO, — H- 


+ H-jCOOH + 2 HIOj + Hp 

\ o-cf 0_CH, 

\l 


H,0 > 


ch t oh 


y— 1 \P^>- Foe 
— C— H H X £ 

v-V 


Foeto hydlral^e 
du fWrlvtf 
d’usydaliLH] 


Le derive doxydation du methyl glucoside est stabilise, en solution, par 
hydratatkm, 

L’oxydatioii d’une mole de methyl /)-arabinofuranostde consomme une mole 
decide periodique el ae libere pas de molecule manoearbonee. 



HOH : C y/ O-CHj 

Fdraw hydiatde / \. H H J\ 
du si£tiv4 H C C H 

dVuydaiion hc/ \>H 


E. Derives a structure hemi-acetaUque 

L LES OS1DES 

Les oses peuvent se combiner dans des conditions varices, avec de nombreux 
composes : alcools, phenols, amines, acide ophosphorique, etc. Parim les produits 
formas, beaucoup out une importance biologique fondamentale. Ces reactions 
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entrainent la disparition du pouvoir reducteur et le plus sou vent stabilised la 
structure de Fosc sous ia forme a et 0* 

— Condensation avec ks hydroxyles alcooljques ou pheuoliques, — Nous avoirs 
signals!:* lots de letude des structures et dans le paragraphe precedent, la condensa- 
tion, en milieu chJorhydrique, du glucose et du mithauoi pour former des 
methylglucosidcs. 




+ Hp 


La liaison acetalique fbrmie, resultant de la combi naison dun hydroxy le 
henu-acetaiiquc de Foie et tfira hydroxyls alcoolique avec elimination d'eau, est 
appelde liaison osidique ou encore glycosidique et Le compost obtenu aside. Si 
Fhydroxyte alcoolique appartiem & une autre molecule d’ose, Foside est m hohside, 
si au contra ire 0 provient d’un alcool ou d'un phenol, reside est un heter aside, le 
compost non gluridique £tant qualifi6 d’agjycone, quelle que soil sa nature, 

Dans la designation de Foside, on precise la nature de Fose ayant r£agi t sa 
forme a on p, pyrannjqne ou furannique et la structure de Vaglycone. Ainsi, dans 
Fexemple ci-dessus, Foside forme est FaD-rndthylglucopyrannoside, Toutefois, la 
terminologie est souvent simplify en tenant eompte des conditions nature lies (le 
glucose nature! appartient I ia sine D, il est sous forme pyrannique), d*od le terme 
d'a-m^thylglucosirfe. 

In verse men t fes ostites peuveni etre hydrolysis, plus ou morns facile merit, en 
leurs constituants, sort en milieu acide ( HO, H 3 S0 4 ) et k chaud, soil par des 

enzymes g£n£ra]ement spddfiques de la structure a ou 3 de Fose engage dans la 
liaison (on parle da-glucosidase, de p-fructosidase, de p-galactosidasc* etc,}. La 
liaison osidique est, par contre* assez stable en milie u alcalin : e'est unc liaison 
acetalique et nou une liaison ester, 

— Condensation avec d’autres composes* — De la me me fajon, les oses 
peuvent se combiner ; 

— avec V ammoniac et ks amines pour former des heterosides azotes ou N 
hitirosides, selon le schema : 


— -o • — o 



— avec Vacide phosphorique. Le produit obienu correspond a on phosphate 
heteroside mais on le dCsigne habituellement comrae on ester phosphorique bien 
qull soil stable en milieu alcalin. 


avnahl 


srial 
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— adde a-fructofiirannose-l-d-diphosphorique ou fructose- 1 -6-diphosphate 
ou ester de Harden et Young : 



Ces esters, reducteurs, soot assez facilcment hydrolysis en milieu alcajin avec 
liberation du phosphate si 1e groupement reducteur est libre, II en est de meme pour 
Ihydrolyse adds, 

Les aldoses peuvent etre. igalement combines avec deux rodicaux phosphori- 
ques lorsque resterification de la function alcool primus re porte sur une molecule 
d’ose lide a un reste phosphate par une liaison osidiqme. 

£9 r. : Adde phospho'fi-a-gl ucopy ran nosy Iphosphu riq ue ou glucose- l-(Hliphos- 

phate 


CH f — O — PO jHj 

J — — o 



OH 


Tots ccs d£riv£s phosphorus, partkuUirement reaetionnets, subissent de 
nombreuses interconversions m. cours du metabolbrne glucidiquc* 

Ex . : 

glucose-1 -phosphate *£ gluoosC'6-phosphate *± fructose-6-phosphate 

Dans quelques cas facide phosphorique forme des diesters d’oses et assure alors 
la liaison entre deux molecules (voir p, 195), 

— Les esters orgtmiques (esters antiques, benzo'iques), rares parmi les 
composes naturals, pemiettent par suite de leurs proprieties physiques ou bien 
d'identifier un ose, ou bien de determiner le nontbrc et la position de ses hydroxyles 
lib res. 

3. LES 6THER-OXYDES 

La formation d’6ther-oxydes permet de protege r et de Jocatiser une function 
alcooi libre sur une molecule d’ose, La preparation d’^ther-oxydes mdhyliques, ou 
mithytaiion, des glucides est k la base de leur Crude struct male. 

Si Ton methyle, scion une technique qui est cfaiileurs complexes un holoside, 
seuis Les hydroxyles lib res formeront un ether-oxyde du methanol, Le produit forme, 
sourais i une hydrolyse adde m€nag£e, libdrera les oses mCthylCs qui le constituent 
sans rompre les liaisons Sther-oxydes. Les produits ohienus, separes par chromato- 
graphic, seront ensuite analyses, doses et identifies, ce qui permettra de connaltre la 
position des hydroxyles engages dans les liaisons osidiqucs. 
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Ex , : Soft tin oside de structure ; 




/\ 



2 - 346 - 2 - 34 , 

licramithjl^al^cfme tlimilS^gtoMse 


Ce qui permet de condure que dans l oside, l’hydroxyle en 4 du glucose est inclus 
dans It liaison osidique. 

Le denve mdthyk en 1 du glucose est hydrolyse en milieu acide car c'est uu 
acetal. De plus* nous supposons connues les structures pyraimiques des oses, smon le 
probkme ne pent pas 6tre tranche grace i cette seule technique. En effet, b glucose a 
(bux hydroxyles combines (4 et 5) d h ou Les deux possibility : 

liaison en 4 ct forme pyrannique 
ou 

liaison en 5 et forme furannique 

D’autres derives, acide glucufonique, acide gluconique presentent Igalement la 
possibility d'une structure cydique ill seront £tudi£s A propas de la classification des 

oses. 


III. L’tSQUlLIBRE TAUTOMERE 

DaprCs ce qui precede, k glucose reagit : 

— tantdt contuse un aldehyde vrai, en partieulier vis-i-vis des rdactifs du 
gfoupement carbonyle >C = 0, 
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— tan Lot comme un compose hemi-acetaliique vis*a*vis des react) Is (Its groupe- 
ments ttydroxyles — OH. Comment explkper ce double eomporieitierti ? 

Le glucose nature! eat up melange de la forme ald£hydique et des deux formes 
cydiques « et P glucopyra nnoses. Ces demises dominant toujours tris large merit 
( 95 & 99 %). 

* A I'ftmt cristallist dest la forme a qui est La plus abondante et ii n’y a pas 
possibility de conversion d f une forme dans Pant re. C’est le cas en particulier pour Le 
glucose Industrie! prepare par hydrolyse acide de i’amidom 

# En soturipn £1 s’dtablit progressive ment un 6qui]ibne entre les trois formes. 



CH a oe 


p-0 glucopyrannosc r- D gJsiOrec alctehydK|ue t± a- □ fcluicopyraiLnose 

Quaud celui'd est attemt c’est la forme p qui eat alors la plus abondante mais, en 
presence d a un rtactif et dans des conditions expCriitieniales determin6es (tempera- 
ture, pH) LI y a possibility d'un displacement rapid e vers la forme rdagtssante, d’ou le 
double comportement* 

Cette possibility disparait quand le groupe merit pseudo-alddhydique est Indus 
dans une liaison de type osidique, La structure a ou p est alors bloquee et le 
gioupement n'est plus reducteur. 

Dans les reactions faisant imervenir les structures cydiques, il faudratt 
envisager les deux formes a et p. Four simplifier un seal cas a gynyralement €t€ ddcrit 
d desEus dans les equations de reaction. Une autre solution consiste i ycrire la 
forrmile du glucose sans fa ire apparaitre Vanomerie, par exemplc sous la forme : 



En plus d'un inl£r£t thtorique en chimie organique, la structure des glucides 
pennet : 

« DVxpllquer certaines proprfct£s. 

— La matstomthn qui correspond aux variations de pouvoir rotatoire 
accompagnant la conversion jusqu h a la valeur d'^quilibre. Panant de glucose 

Industrie!, dans lequel la forme a demine ( [a J§ c = + 113" ), La solution imtiale a un 
pouvoir rotatoire yievy qui ddcrolt dans le temp au fur et k mesure de La 
transformation a— ► p. Lorsque, aprCs quelques heures, I’^quilibre est attemt, le 
pouvoir rotatoire spteifique se stabilise k -+ 52,5 *C, valeur correspondant k environ 
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65% d’anomire 35 % d'anom&re a, plus une faible quamiii de forme lindaire 
aldihydique OJ % environ. 



— Les cofliportements vis-a-vis des rdactifs chinviques- Bn solution on ose 
presente tou jours un Squilihre mm ses formes aldShydique ft cydiqm, cet IquiUbre 
tautom&re itant en favour des formes cycliques (95 %\ 

L'ose peut done rdagir comme un aldehyde vrai vis-i-vis des rdactifs de cette 
fonetion et comme un compost hetirocydique vis-i-vi$, m particular, des riactifs 
des functions alcooL 

— Les isomtirisatiom et I 1 identity lors do certaines reactions, des produits 
obtenus k parti r dfoses difforents. Ex , : Osazones (p. 155). 

* D 1 interpreter les ructions bfochlmiques. — Ces reactions catalyse es par des 
enzymes sont essentiel lenient sttr&tspeclfiqms. 

Ex , : Le D glucose et le D fructose sont fernientescibles par la levure de biire, 
les formes L et le D galactose ne le sont pas. 

Le saccharose, les amidons, les glycogines sont derives de IW)-glucopyran- 
nose, ils sont hydrolysis par les enzymes de nos sues digestifs ; la cellulose dirivie du 
pD-glucopyrannose ne Fest pas. 
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D, Les heptoses 

Seul le s&loheptuhse, c^tose intervenant dans les reactions d 1 Interconversion 
du metabolism# glucidique, sera cite id. 


1L LES D^RIVfiS D’OSES 


Ces composes, ton jours associes aux oses et present ant certaines de leurs 
prapridtds, sonf treis varies. Norn retiendrons : 


A. Les desoxy-oses ou desoses 


11s correspondent a renkvemeist d'un atom# d J 03tyg&ne k tin hydroxy le, 
g£n£raLement en 2 ou en 6. 

Ex * ; le L-rhamnwe (&disoxy-L-mannose} et 1# L-ftieose (6-disoxy-L galactose} 
qua 3'on peat aussi oonsid£rer com me des methylpentoscs. 

— Le D-d&oxyribose {2-dSsoxy-D-ribme) present dans touies les cellules 
comme cons tit riant des nucleotides r 


IQ CHO CHO 


r 

H- C— OH 

1 

HO-C-H 


H— Q OH 

1 

HO-C-H 

HO-C-H 

\ 

CH, 

K— C— OH 

H— C— OH 

1 

H— C— OH 

CHjOH 

H-O-QH 

1 

CH, 


L-rbamnaw 

L-fucme 

MasijPfTibfflw 


Les d£soxy-o$es pr£sement les structures et k plupart des propri£t6s des oses, 
Le d^soxyribose qui ne forme pas d’osazone , poss£de la particularity de recolorer le 
rgactif de Schiff, 

Des 3-6*didesoxy-he3ioses entrant dans La constitution de parois baetdriennes. 
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B* Les oses amines 

Ils rdsuLteni du replacement d un hydroxy le par une fo net ion amine primaire. 
Les deux plus important, la glucosamine ou chtt&samine (aminodisoxy 2 D- glucose) 
et la galactosamine otl chondrosamine {aminodisoxy 2 D-gataciose), soul presents 
dam de nombretut glucidcs complexes et dans certains lipides, Leur fonction amine 
est aiors le plus sou vent ac&ylee (derive N acetyle}. 

On peut y adjoindre ies addes neuraminiques et leurs derives N acetyles ou 
addes sisliques ainsi que Vudde muramique* 


CHjDH 



CH.OH 

:u 



pP-pIacEowmirfee 


H OH 



H— C — OH 

7 

h-c-oh 

I 

CHjOit 


Ackle net) raiti jni^uc 


C; Les addes uroniques 

Ce sont les produits d T oxydation de la fooetion aleool primaire des oses. 

Uacide glitcuroniqve entre dans la constitution d'osides mais* de plus, tl petit 
par son groipement rddueteur se combiner avec de nombreuses substances hydroxy- 
ides, favorisant ainsi leur solubility aqueuse et leur elimination urinaire . Ce processus 
de detoxication ou gtucurocon Jugaison est a la base de Intimidation de substances 
naturellcs (hormones thyroidiennes et sexuelles t pigments biliaires) et de toxiques 
(dyriv^s phenol [ques, certains medicaments) „ 

Uttkte gid&cturomqtie est un co mutuant des gommes, des mucilages et des 
pectines. 



Addc 

pO-gluturuniqiM 


Addle 

Mt>*falaciuro-jiic^c 


iDvriahtec 


-rial 
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0, Les polyols acycltques 


Its derivent de la induction des aldoses et dcs closes. Ex. : Le glycerol ddrivant 
du glyc^raldehyde, le ribitoi du ribose, le sorbitol (on glucitol) du glucose, etc. 


CHjOH 

CHOH 

CHjOH 


CHjOH 

1 

H— C — OH 
H— C— OH 

t 

H-C— OH 

I 

CHjOH 


CHjOH 
H^C — OH 
HO— C— H 

I 

H— d—GM 
I 

CHjOH 


Otjneeml 


D-ribirat 


D-Mjfbtwil 


E. Composes divers 

— des mes a structure mmifiie* Ex. : Vapittse qui est un pentose ramifid ; 


— des derives d'ases. 



HoJ j 


O-C I 

JJ 

-Ilf 

?2H 

o-*e 9 

H0-C-H 

MO— C--H 


i 

CHjOH 



Addt 


Aci4c 

L-iwurbique 


L-dthjdrtJ-aseartjiquc 


: Le streptose* qui fait partie de la molecule de streptomyrine, est nn 
dtsoxypentose poss£dant uric secondc function aldehyde. 

L’acide L-ascorhique on vitatmm C qui est la lactone de Padde 2-cdto L 
gulonique (le gulose est un hesose). 

Par son groupement ine-dioL c’est un rMucteur puissant vis-a-vis de la liqueur 
de Fehling, du nitrate d 1 argent ammoniacal, de Piodc, du bleu de mcthyknc et du 2- 
6-dichloropheiiolindophenol. La transformation reversible en acide dehydroascorbi- 
quc lui pcrmet de participer aux oxydoreductions cel Mai res. 

Present dans la plupart des aliments frais d’origine vlgdiale, I'acide ascorbique 


f riahte 


-rial 
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est £gafement synth6tis£ par de nomhreux animaux, Toutefcis l’horome et te cob aye 
lie peuvent r6aliser cette synthese an cours die leur metabolisme giucidique ; co mm e 
cette substance leur est indispensable, c’est l'ali mentation qui doit la leur apporfer, 
L’ acide L-ascorbique (la forme D £tant inactive) est pom enx une vitaminc, du 
groupe hydrosoluble. 


Structure des ©sides 


Les osides sont des composes resultant de I’union d un pertain nombre de 
molecules d'oses et everttue He merit d’une aglycone par des liaisons osidiques- 


I, METHODES D’ETUDE 


L’oside doil tout d’abord £tre extrait, Isold et purifie en evitant an maximum 
toute alteration de la structure d + ou la otcessite dkviter les traitements chimiques 
trop £nerg£tiques et d’kiMber les enzymes, 

* L’hydrolyse totate, par vole chimique, en milieu acide (acide mineral fort 
dilik, pH = 1 i 2, i chaud) et ('identification des produits obtenus permettem de 
connaltre la composition de foside. 

Ex, : L’amidon, le glycogCne, le maltose ne li be rent que du glucose, k lactose 
fournit du glucose et du galactose, etc. 

Le dosage des oses iibtres et la determination de la masse molaire de foside 
competent Les donndes de cette hydrolyse. 

Ex, : Le lactose est oonstitut par 1 r£$idu glucose et l rdsidu galactose, le 
maltose par 2 r£sidus glucose, I’amidon et le glycogfene par n rdsidus glucose ; n etant 
ilevfi et variable. 

■ Les hydrolyses partidles et surtout les hydrolyses enzymatiques beaucoup 
plus sp&iftques, prfcisent la structure des oses engages dans les liaisons osidiques. 

Ex, : Ua-glumsidase intestinale hydrolyse les osides dans lesqueis le glucose a 
est engage dans la liaison oaidique par son groupercient rdductcur et n'cst pas. 
substitu£ sur sa function alcool primaire, L’a-glucosidase ddtache le glucose du 
maltose, du saccharose, reds non du lactose (poupentent r£dueteur du glucose libre) 
ni du celloblose (glucose sous forme (S). 

* la nifthylalion suivie d 1 hydrolyse acide menagie, IWydatkni par I’acide 
periodique... pennettent de fixer La position de la Liaison osidique et la forme 
pyrannique on furannique des oses constitutjfs. 
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Ex. : Le maltose eat constitu^ de rtsidus do glucose sous forme pyrannique, la 
liaison osidique se fait avec I'hydroxyle du quatri^me carbone d’un reside : cest un 
aD-glucopyrannosyl 1 -* 4 D'glucopyrarinose, 

• I>es etudes physiques sont neeessaires pour determiner I’agencement spatial 
des rnacromolecules glucidiques. 


II. RfiSULTATS 


Les resultats de l^tude de la structure des osides servent k £tablir leur 
classification, en particular celle des holosides. Qn distingue ; 

* Les oligohotosldes mi oligosides on oligosaccharides dans lesquds moins de 
dix residus d T oses sont associes. Solon le mode d 'association, les uns sont reducteurs, 
les autres pas et Ton parte parfois d Wrtrorc pour les premiers et d'osidosides pour les 
seconds. Les ollgosides son! classes d’apris le nombre de rtsidus en t di holosides, 
triholosides* tftraholosides, etc. 

* Les polyhotorides on poly osides on polysaccharides, formas par Lendl ainc- 
ment de plus de dix restes d'oses. Ce sont des composes generalement macramolgcu- 
laines, non reducteurs, qui peuvent Sire homo genes ^ leur hydrolyse ne lib&re alors 
qu'une seule variete d'oses ou mixtes, e'est-i-dire const itues par L assemblage de 
plusieurs varies d'oses. 

— Les premiers sont r^partis d 'a pres Lose qui est condense. 

Ex , : Ara banes, xy lanes, glucosanes, fructosanes. 

— Les seconds sont subdivides en poiyholosides mixtes et poiyholosides des 
glympmtSdes, ces de riders etant toujours associ^s k one fraction proteique plus ou 
moins important^. 


Les holosides 

Ils sont const itues unsquement pa r I ’association de residua d’oses. 


L LES OLIGOHOLOSIDES 

Ce sont des composes hydrosoiubles et dialy sables. 
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A* Les diholosides 

Les plus irnportantSi de formula brute CjgH^O,^ sont formas par I 1 union de 

deux molecules d'hexoses et suivant la position de la Liaison osidique on pent les 
cLas&er en deux eateries, 

Dans La premiere categories la Liaison osidique inclut deux hydroxyles hemi- 
acetaiiques comme e’est le cas pour le trehalose forme par [‘association de deux aD- 
giucopyrannoses, 



Tr4hik« m ni^glJUCoprEMjKisyl 1 t oJ3*|Jj 1 Mpyri£ifliH(te 

h 

Les disacehandes du type trehalose ne presented t pas toutes les propridtds des 
oses ; ils sont stables en milieu alcalin, non rdducteurs, ne fonnent pas d’osazone et 
ne prison tent pas de mutarotation. Le sucre le plus important de cette sdrie est le 
saccharose ou sucrose. 

Dans la second? categoric, k liaison osidique inclut un hydroxyle hemi- 
acetalique et un hydroxyls alcoolique, sou vent le quatrieme com me e'est ie cas pour 
le maltose* 

Les disaccharides du type maltose present exit non settlement I' isomeric «, (3 
mab egalement les diffdrentes propriitds des uses. Outre le maltose, le ketone est Le 
representant le plus repandu de cstte sene. 



Maltose mi a £>-g] uco pyriiw s y L L 4 D-glucopyranosc 


L. LE SACCHAROSE 

Cost un solide blanc, bien crbtallbe a L'etat anhydre et tr&s soluble dans I’eau. 
Ses solutions sont dextrogyres ([“]p - +66 f 5 D ). Rdpandu dans I 'ensemble du 

rigne vegetal, le saccharose est abundant dans k racine de betters ve et La tige de 
canne I sucre qui constituent les matures premieres de Pindustrie sucri^re. Get 
aliment cristallbd est pratiquement un corps pur (plus de 99 % de saccharose)* 


wriahtod 
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L’ hydro lyse acide du saccharose, qui est facile el rapode, Mbere du glucose el du 
fructose en proportions equimoleculaires ; 

C^Oji +11,0- C,H B o ( + c,h„o ( 

Saccharose Glunne Fnwte 

fa) - +66,5* [*]•= + 5.2,5* |a|= -92’ 

La reaction est accompagn^e d’une inversion du sens dc deviation de la Uimi^re 
polarise* le saccharose dextrogyre itant transforme en un melange ltvogyre, Cette 
hydrolyse a regu le nom <V inversion du saccharose et le melange obtenu celui de sucre 
invert!, Un tel melange est abontfanl dans le miel. 

Le saccharose est constituc par I'union d'une molecule d T ciD glucopyranose et 
d'une molecule de (JZMructofuranose selon le type trehalose. 


cm 


OH 

S*c-charo« ou oLO-f^UApytUfiiyl 1 -» 2 EJ lh f ruao huiiKHide 

11 est done hydro ly sable k la fois par Jes a -glucosidases cumme la maltose 
intestinale et par les ^-fructosidases comtne Yinvertase de k Icvure de bi&re. 
Lkbsence d’un certain nombre de propridtds del oses a dCjfr €t€ signalde ; elle 
ddcoute de cette structure. 

2. LE MALTOSE 

Cost un disaccliaride dextrose {[a] 0 = 4 136*), pew abondanl I Fdtat 
libre, sauf dans le malt od il r£sulte de I’hydrolyse en^ymatique de I’arnidom La 
forme p domine I Fetat cristallisd. 


HOH 

oh oh 

Matoose au ajD-flwopymiwfyt l -» 4 D-gluCOpyiUrtOM 

Ce lucre hyd roly sable par lei a-giucosidascs en deux molecules de glucose 
forme line osazone caractdristique. II est prepare par hydrolyse de Famidon. 
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3. LE LACTOSE 

II cristallise avec une molecule d’eau, Soluble dans feau, ses solutions sont pen 
suerdes et dextrogyres ( [a] D = + 55*5") . On le trouve dans les bits de Mammifirts 

(4 A 5 % dans le lait de vache, 5kl% dans le fait de femme), Oontraitemem aux deux 
prdcidcnts, il n est pas fermentesdble sous I 1 influence de la levure de biere mais 
diverses batteries k font fermenter avee une production plus ou moins importante 
dbdde iactique CH 3 — CHOH—COOH- 

Ce disaoharide est hydroJy&able par les acides et les $-gdwmida$es comme la 
lactase. Son osazone soluble A chaud en milieu aqueux cristallise en oursins au 
refroidissemeiit. 


CH.QH CHiOH 



OH 

Laeiwc ou aP-ptoetop^rasiciayl I -* 4 iJvgJyoopjfiWMae 


4, AUTOES DIHOLOSIDES 

Nous retiendrons la deux examples, utiles pour I’etude des polyholosides, mais 
peu important^ A Iktat libne. 

— le cetiobiose ou pDglucopyranosyl 1 -► 4D-glucopyranose ; 


CHjOH 



OH 


CHjOH 
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— Visomaitose on a^-glucopyranosyl 1 -* b^-glucopyranose : 


CHjOH 



OH 


B. Autres oligoholosides 

Ce sont surtout dm composes d’origine vegdtale et nous prendrons comme 
exemple le raffinase, tri saccharide qui accompagne le saccharose dans les rarities de 
betierave. Ce sucre non r^ducteur peut Stre consider^ comme on galactoside du 
saccharose, de fbrmule : 


CHjOH Saccharose 



MtfllbHHC 


Raffinose cm aD-g3latlop]ftain?5yt 
1 -* 6 «ii^glwwifi^fiiw»jr6 1 ™* 2 pMra^fufi*Made 


IL LES POLYH0LOSIDES 


Ces glucides r^sultent dc L'enchafaement de r^sidus d’ose*, eux-m£mes lc pins 
souvent groupes en disaccliarides- Cette association qui peut aller de 15 & plurieurs 
mil lie rs de residus conduit k des composes de masse mol^culatre £ levee. 
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A. Les polyholosides hornogenes 


La encore, ce sont les produits de condensation du glucose (glucosancs) qoi 
sont les mieux representes par la trilogie : amidons, glycogenes, celluloses. 


L L’AMIDON 


U petit representer jusqu'A 3$ ou 60% du poids sec d*un tissu vegetal. C’est la 
principale reserve glucidique des ¥<*g£tanx et raiment glucidique Je plus important 
pour Fhomme. II est abondant dans les grairtes et les tubercules mais aussi large men t 
r€pandi dans beaucoup de cellules v^gStaks. 

Lamidon est formd de petits grams d ’aspect micro scupique specifiquc (fig. 5-6) 
dans lesquels on observe generate ment a u tour d'un fule pouctiforine ou etoik des 
zones eoncentriques alternative ment foncees (tfos hydratees) et daires (pen hydra- 
tes). Les grains sont bir6fnn gents, done anisot ropes, et presentent le ph£nom£ne de 
la croix noire an microscope polarisant. 


Figure £.6 Grains d amidon, 
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Vamidon est insoluble dans les solvants organiques et I'eau froide bien qu T il 
soit hydro phile Par agitation avec Feau t il se forme une suspension instable appelee 
lalt d'amidon qui, chauffoe vers 70 *€, devient visqueuse et translucide ; an cours du 
chauffage Les grains d amidon s’hydraient, gonflent formant ainsi un gel, Vempois 
d’amidon, Ce gel peut retrograde r, sa vjscositd diminue ; il se fluid! fie puis pfocipite. 
La fotrogradation est un inconvenient pour certaines preparations industrlell&s et 
alimentaires (coles et pStes), Lnfin, par un traitement nkcanique ou chimique 
convenable de famidon nature! on prepare une variete dite soluble utilisee en 
analyse, 

* Structure, — L a hydrolyse ueide tomle, tclativement longue, nc foumii que 
du glucose ; Fhydrolyse enzymatique par une amylase conduit principalemem au 
maltose : Famidon est done un polyglucose riche en liaisons l -+ 4, Lktude de ses 
proprkfos (pouvoir kducteur, ddrivds methyles, etc,) et son fractionnement ont 
permis de mettre en Evidence deux constituents : ¥ amylase et Vamylopectim, 

— L'anry/ase est formee de rfialnes de 250 i 300 residus d V* D-glucopy ranose 
assocks par des liaisons osidiques 1 -* 4, elle est done ^qurvalente k un enchainement 
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cellulose, associee k des substances varices, orga cliques {composes pectiques, lignine, 
he mi -celluloses, cires, etc.) ou mine rales (carbonate de calcium, silice), entrc pour 
tine pan important^ dans la composition des membranes v£g£tales t v^ritabJea parois 
squeleitiques rigides. 

Cette substance blanche et fibreusc est insoluble dans les solvants usuels y 
compris Feau, bien qu’elle so it hydrophile. Elk se dissout dans la liqueur de 

Schweitzer, solution amsnomacale d’hydroxyde cuivrique ^ Cu ^NH 3 ^ 4 J 2 + 2 OH - J 

d’oii Fon peut la fa ire pr^dpiter par acidification. La cei ulose fixe de fa^on non 
specif ique de nombreux colorants (carmin alune, rouge Congo, bleu de toluidine, 
etc,) + 

* Structure. — La cellulose n'est pas reduct rice. Elk resiste bien aus a leal is et 
k la plupart des rdaclifs chimiques peu energiques. 

V hydrolyse chimique, qui est difficile, peut lire r£a)i$£e dans les conditions 
suivantes : 

— hydrolyse totals par dissolution de fibres de coton dans Fatide sulfurique 
concentre, dilution de la solution obtenue et ebullition prolonged. On obtient 
uniquement du B glucose ; 

— hydrolyses psrtielles soit par action d T une solution sirnpeuse de chlorure de 
zinc qui foumrt des hydrocelluloses colorables en bleu par Piode, soit par action d’un 
melange d ’anhydride acetique et d'acide sulfurique (ac&olyse) qui conduit k des 
d^rivds ace ty les du cettobiose et d*un triose hydioly sable par une p-glueosidase. 

La cellulose est done un polyglucose forme par un enchainement de 
$D-glucopynmnose par des liaisons 1 4 corrnne le confirme 3a m^thylation. 

La mokcuk de cellulose est une chaine droite resultant de Funion de 1 500 k 
10000 r£sidus de BZLglucose selon Forigine. La masse mokculaire peut Gtre 
superieure k 2 x 10*' daltons et la longueur voisine de 1 & l t 5 jjl {fig. 5.9), 


CH+OH CHjOH 



Structure mkelkire -dc k ccUioJok ckw k rfscau criataUEa 

Figure 5.9 Structure dc la cellulose. 
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Les mithodes optiques out perm is de montrer que ces tnacromolecules scat 
groupies en complexes fibril laires rigides plus ou mains ordonnes. Dans certaines 
zones, les chaines de cellulose, par rintennddiaire de liaisons second aires, soat 
rlguli&remcnt disposes constituant ui» structure microcristaUine cubique analvsable 
par les rayons X. Ces secteurs cristallins qui peuvent mesurer 600 A y 200 A sont 
encore appefes micelles (fig* 5.9)* 

L' assemblage de ces zones reprdsente tine microfibrille de cellulose, celui des 
microfibrilles une. fibrille dont le depot en couches successive* orienfees et melanges 
an * c intent » organique et mineral constitue la paroi cellulaire des vdgdtaux. 

Les cellules v£g£tales allongfies, riches en cellulose presque pure a haul degrd 
de polymerisation sont les fibres vcig£ tales, de nature chimique different des fibres 
animates mail, com me dies, fortemem condenses et structures, De cette structure 
resultent les proprietes mdcaniques particulieres : resistance et souplesse. 

Ex . : Les polls de la graine du cotonnier qui renferment 98 % de cellulose, les 
fibres des tiges de lin, de chanvie, de ramie, etc. Industriellement la cellulose est 
prepares & partir du bois ce qui rfecessite une purification plus complete. 

* Proprietes. — Dans les conditions nature Iks la cellulose est caracferis£e par 
une grande inertie chimique, Les enzy mes qui catalyse nt son hydrolyse en cellobiose, 
les cellulmes m cylases, sont peu rtpanduea. On trouve ce type d’enzymes chez 
quelques bacteries dites cellule lytiques (bacteries du sol et baeferies intestinales des 
ruminants), quelques moisissures et champignons, et dans rtkpatopancrdas d’escar- 
got. Les sues digestifs de fhomme en sont dipourvus et de ce fait n'attaquent pas la 
cellulose. 

Cette difference fond amen tale de proprietes et de compoitement de la 
cellulose par rapport & ramidon et au glycogfine rfsulte uniquement de la 
configuration « et fi du glucose engage dans les Liaisons osidiques, ce qui souligne 
encore I 'importance de la structure dans le domaine biologique. 

4. AUTRES POLYSACCHARIDES HGMOGfcNES 

Outre ces trois exemples, les cellules renferment d’autres poiygJu coses ou 
gfta comes, moins repandus, qui different les uns des autres par la forme a ou p du 
glucose, le nombre de rdsidus enchainds et le mode de liaison (1-2, 1*3, 1-fi, Lindaire 
ou ramifk). 

Ex, : Le dexiraite* excreta dans le milieu de culture notamment par la baeferie 
Leuconosfoc mesenttroides est un polysaccharide de masse mokculaire £lev£e forme 
d’unifes aD-glueopyrannose Ikes en 1 -* 6. Le dextrarte est employ^ comme 
succedane du plasma sanguin. 

Les autres polysaccharides homog£ nes sont classes d’apfes la nature de Pose ou 
du derive d’ose polycondense. On distingue ainsi : 

• Des peatosanes. 

Ex . ; Les arabanes (r£sidus L arabLoofuratmose Ifes on 1 -* 5) qui entreat dans 
la composition des matures pectiquos, 

Les xyiaoes qui font partie des hemicelluloses et sont abondants dans les bois 
durs d' Angiospermes. 
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• Des hexosanes. 

Ex. : Les galactanes font partie des composes pe cliques et se rencon treat 
(fgaJcment chez les animaux, 

Les mann aatx sont presents dans les bois de Gyrnnospermes. Le mannane de 
FaLbumcn corn£ des grains de comm (i voire v£g£tai) poss£de la m£me structure que 
la cellulose. 

Les et les Hwmm. L’inuline, reserve amyJactie des racines et 

tubercules des Composes (Topinambour, Dahlia, etc.) est un melange de produits 
de condensation du fructose sous forme furannique, Les molecules sont constitutes 
de 15 I 3D rtsidus relits en (2 -* 1) avec souvent tin r£sidu glucose k Fextrdmite non 
rtductrice de la chaine. 

Les Ltvanes sont des fmetosanes fortement ramifies et s6er£tis par certaines 
baetdries (Bacillus subtiiis, Acrobacter lemnkum , etc.). 

• Des polyuronides formas par ^association de rdsidus decides uroniques. 

Ex. : Le produit de condensation de Fester m&hylique de Facidc D-placturo- 

nique par ]’iittenn6diaire de liaisons o (1^4) est un constituant majeur des 
composes pectiques ou pectines des parols cellulaires. Ce sont des substances trfcs 
vjsqueuses, gdUianfes. 

• Des polyosa mines. 

Ex. : La chitine, constituant des carapaces d’Arthropodes, settle ou associate k 
des prot tines et & des substances mindrales, r£sulte de Fenelialnenaejit par des 
liaisons 1 -» 4, de p-glucosamine, ac£ty!6e au niveau de sa fonction amine (N- 
ac^tylglucosamine) . L'unit£ disacchari clique correspondante a regu Le nom de 
chitobiose. 


ch 3 oh ch t om 



B. Les polyholosides mixtes 

Ce groupie de composes est mal d^fini car, d’une part, certains poly saccharides 
mixtes ne son! sans doute que des melanges de polysaccharides homogenes non 

5£par£s ct, d'aulic part, 11 fait transition avec les mucopolysaccharides par association 

k des fractions prot6iques, Os substances essentiellemenl v^gCtales entreat dam la 
composition des gommes et des mucilages et participant i la constitution des 
envelopes cellulaires bactdrieimes et des capsules. 

Ex, ; La gomme amblqw, substance qui exsude a pres ecorgage de certains 
Acacias , fourait k ('hydrolyse de Facide gjucuronique, du galactose, du rhamnose, de 
Farabinose, 
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La gelose ou agar-agar, extraite des algues du genre Gelidium est riche en D et 
L galactose estErifiE par Facide sulfurique. 

Le mucilage de la grains de Lin, libere lore de son hydrolyse de Facide 
galacturoniqoe, du galactose, du rhamnose et du xylose, 

Les atides p oly aldo bioniq ues bacteriens ren ferment des ones, des ones amints 
et des acides uroniques. 


C. Les mucopolysaccharides 

Ce ter me designs uo group© de macro molecules complexes qu'il est d if ficile de 
definir et de elasser, Par mi les traits communs nous retiendrons « 

— Fassodation a une fraction proteique pour former unc substance appelde 
mucoprotiine ou encore tmtcoide. Scion les classifications, ces diff£ rents termes ne 
son* pas Equivalents aussi les dEsigne-t-on encore sous le term© d© Pr&tiine- 
Pdysaccharides (P-P) ; 

— Fenchainement par des liaisons I -* 4 d ’unites disaccharidiques, dont Ja 
poly condensation conduit it des macromolecules lindaires ; 

— la constitution de ces unites dans lesquellcs tin add© uronique est lid en 1-3 
avec in aminosuere (hexosamine) geuEralement N acetylE ou N sulfatE, 

Tons ces compels, typiquement extracellular res, sent porteurs de nombreuses 

charges negatives ^_COO“ , ^-SO^ ) et au pH de la mati&re vivante Os se 

comportent comme de volumimeux polyanions. Par suite, les liaisons avec les unites 
protdiques sont du type ionique et de plus ces composes sont des fixateurs de cations, 
en particulier de calcium. 

Les uns> sont des products de sdcretions, les autres interviennent pour une part 
importante dans la structure de la plupart des tissus conjonctifs. 

L LACIDE H Y ALU RON IOU H 

Isoie de Fhumeor vitrcc puis de nombreux autres tissus et liquidcs biologiques 
(liquides synovial, pleural,, tissus conjunct ife dont le derme), c*est un polym&re de 
Fadde hyalobitironique, Cc disaccharidc est forme par F association d’acide |3- 
gl neuron ique el de N acEtylglucosamine selon une liaison osidique ] ^ 3> 



Mtinumfcne — atLdc byakrijiai re nique 
Acidc hyaluiHjni^ijc 
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Les acides hyaluroniques, dont les matiomokcules sont lineal res , different par 
leuis masses mokculaires variant de 200 000 k plusieurs millions. Ife out one grande 
affinity pour I’eau avec laquelle Ils forment des solutions trts visqueuses qui dins les 
organismes ma intie nnent Fhydratation du milieu extracellulaire, inhibent les ph£no- 
mdnes de diffusion et rtklutsent les frictions entre les fibres conjunctives. Les acides 
hyalumniques Hbres ou combing I des proteines constituent la substance intejstitielle 
du tissu conjotictif et k dment intcrcdlulaire , 

Sous l’ influence des hyaiuronidwes, enzymes encore appekes facte urs de 
diffusion, FacMe hyaluronique est dkbord depolymerise , ee qui diminue rapidement 
la viscosite f puis secondairement hydrolyse en acide hyatobiuronique. De tels 
facteurs existent chez divers microorganisms (streptoeoques hemolytiques, anaero- 
bies de la gangrene gazeuse, pneumocoques). dans de nombrcux venins ainsi que 
dans les spemiatoaoides dont ils facilitent la penetration tors de la fdcondatjon. Les 
hyaluronidases expliquent les dangers de ce Haines associations microbiennes, les 
anomalies aeeompagnani les maladies du collag&ne (rhumatisme articulaire aigu, 
polyarthrite) „ enfin eles sont utilise es en tlkrapeutique lors de certaines Injections 
dont elks facilitent la resorption. 

2, L'AClDE CHONDROlTlN E-SULFURJOU E 

Ce compose extrait du curtilage possede unc structure voisine mail la N 
acetyl glucosamine est remplacde par la N acetylgalactosamine esterifke par Facide 
sulfurique en position 4 ou 6 sdon Poriginc, 

3, L s ACIDE MUCOIT1NE-S1JLFURIQUE 

II reprdsente la fraction gluddique des murines et des mucus. II correspond k 
m acide byaluronique dont les hydroxyles en 4 et 6 de la glucosamine seraient 
eskrifks par P acide sulfurique. 


4. L’HtPARINE 

Ckst un polysaccharide ridie en groupements — SOj dans lequel la glucosa- 
mine rFest plus aoStyke mais sulfake. C’est un anticoagulant nature! qui Inhibe la 
transformation de la prothrombine en throtnbine ainsi que Faction de la thrombine 
sur le flbrinogfene. 


5 , LES MU COPOLYSACCHARIDES BACTfiRIEMS 

Ils entreat dans la constitution des parois et des complexes somariques de 
certaines bactirtes. Sons forme de combmaisons avec des proteines ou des 
Lipoprmfiines, i|$ represented les const ituants antigdniques des bact tries (eux-ra£mes 
nktant souvent que des hapt£nes) et participent ainsi a la virulence et k la specificity 
s£rotogique des germes. Bien Studies dans les capsules de pneumocoques, ces 
polysaccharides ont permis unc classification sdrologique dont la determination 
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genetique e$t oonnuc, Leu ns structures sont intermdcitaires entre cdle to polysaccha- 
rides mixles et cells des mucopolysaccharides studies d-dessus : 

Ex , : 

Pneumocoque du type II : adds D glucuronique, D glucose , L rhamnose ; 
Pneumocoque du type IX : acide uronique, D glucose, D galactose. 


Les heterosides 


Ils rdsultent de la combination avec Elimination d’tme molecule d'eau du 
groupe ttducteur d'uu ose ou d un oside avec uiie ou plusieuis substances non 
glucidiques : Yaglycvne, Dans les hetErosides nature Is Faglycone participe k la liaison 
osidique salt : 

— par un hydroxy le alcoolique ou phenoliquc ; ce sont les 0 ktttrostdes ; 

■ — par un groupement thiol : ce sont Les S keiirosides ; 

— par un groups ment amine : ce son! les N hitirmdes. 

La presence de la copule non glucidtque leur confute to propriEtEs parriculte- 
res, Les O et les S h£t£ resides sont essentielkment d'origine vEgdtate constituant des 
substances de tota ou de reserve souvent localises dans les vacuoles. 


I. LES O HETEROSIDES 

A. HetErosides d’alcools 


11 s’agit le plus souvent d'une ionction alcool secondaire appertenant soil h un 
cycle soli a un nitrile alcool ou cyanhydrine. Dans ce dernier cas t tbs sont 
cyanogEnEtiqucs et capabtes de provoqtier to intoxications par suite d'une hydro- 
lyse. 

Ex * ; — Heteroside cyanogenetique to amandes amliei i r amygdaline ou 
amygdaloside (2 residua glucose, l mote d'acide cyanhydriquc et 1 mole d'aldchydc 
henzoique), L'amygdaloside est hydrolyse par Fetnulsine, 

— Heterosides steroiiques. 

Les saponincs, substances tcnsioactivcs faisant monger I’eau. Le digUonoside, 
qui predpite avec le cholesterol Libre,, ce qui permet m J&bcratoire de le sEparer de 
ses esters, est une sapomne de la digitate. Les saponines sont donees de proprieles 
hemolytiques marquees, 

Les hitimsito cardiotoniques, La digitaline ou digjtoxoside de la digitate. 


vriohl 


ih 


>ri 



Hidden page 



186 BlOCHIMIE STRUCTURAL 


II. LE$ $ HETEROSIDES 


JU represented un petit groups caracteristique des Crucify res. 

Ex. : Le smigroside des graines de moutarde noire (glucose, hydrogcnosulfate 
de potassium et isosulfocyanate d'atlyle S=C=^N— CHj — CH—CH^). 


in. LES N HETEROSIDES 


Ce som presque exclusivement des d^rivds du ribose et du ddsoxyribose 
presents dans toutes les cellules animates ou ve get ales. Leuis esters phosphoriques. 
appeles nucleotides, $ont les monomeres const jtutifs del acides nucleiques. 


Methodes d* analyse des glucides 


Par suite de lent solubility aqtieuse, V extraction des glucides est g£n£ralemeat 
realises a I 1 aide tfurte solution aqueuse a F ebullition a pres broyage ou d^coupage du 
materiel. 

Cette solution doit 6tre en permanence sensiblement neutrc pour dviter 
Fhydrolyse aride ou les isomerisations en milieu a leal in ; elle doit, de plus, fitre mmz 
denaturante pour inhiber touts activity enzymatique, ce que I’on realise par addition 
d*£thano]. En fait, si la mdthode est gene rale pour les oses et les oligosides, 11 n’en est 
pas de mC‘me pour les polyasides do nr Subtraction pose dans chaque cas des 
problSmes particuliers. II est alors souvent necessaire de fairs preceder I'extraction 
d'unc hydrolyse ou d’une Jena tu ration de manifere b liberer la fraction osidique del 
complexes prot&ques ou lipoprotdiques. 

La purification de Text rail brut necessite des operations de defecation, de 
delipidation par des solvaats convenables ainsi que I 1 elimination des substances 
min£rales par extraction selective ou par yiectrodialyse. La pureti de Fextrait n + est en 
principe prouvee que par la determination et le dosage des autres const it uants 
presents sous forme d^impuret^s (cendres, dosage de Fazote total, absorption 
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ultraviolet te des composes nucleiques a 260 nm, fractionnement par £lectrophortse. 
Techniques immune log iques r etc,}. 

Le fractionnement d'un extrait gjuddique est lou jours difficile et delicat, seules 
les mdthodes chromatographiqu&s ou 6!ectrophor6tiques sont d'un emploi assez 
g£n£raL 

V identification et k dosage des glucides portent glnfiralemem sue des glucides 
simples (oses et di- on trihoJosides) ou sur les produits d'hydrolyse d'un glucide 
complexe (oligoside, polyoside). Les methodes sont nombreuses, elles peuvent etre 
physiques, ch uniques, ou biologiques. 


I. LES METHODES PHYSIQUES 


* La chromatographic sur papier, sur couche mince et sur coformc HPbC eit la 
technique de ehoix pour r identification des sucres & 1'etat de traces. La technique sur 
fgsines dchangeuses d’ions iTest applicable qiTaux ddiivds ionises, esters bwiques par 
example ; il en est de mime pour Pglectrophorese. Ce fractionnement pent etre suivi 
d'un microdosage color imdtrique, 

* La polarim&rte est egak merit tres utilises, elk pemtet : soit la mesure d'un 
pouvoir rotatoire spdcifique I parti r d'une solution pure du gluride, soit le dosage 
d’un sucre ou d’un irk lunge de deux et parfois trois sucres en solution, 

* Les autres methodes physiques, determination de points de fusion, densim£- 
trie, refradometrie, vbcosim6trie sont d'un emploi beaocoup plus limits . 


II. LES METHODES CH1MIQUES 


« Les methodes bashes mr les propriftfc rtductrices, applicable^ directement 

aux oses et aux osides r^ducteurs et aprte hydrolyse aux osides non rtducteurs, ne 
permettent pas d 1 identification. Par contre elles sont utilisees dans de nombreux 
dosages et lors de la recherche die la presence anorniale d + un sucre rtducleur dans uu 
liquids biotogiquc, urine par exemple, 

• Les methodes basics sur 1ft rormutfud cl* (Mrfrts colorfs cssractdristiqucs ont 

perdu beaucoup de leer int£r£t depuis 1' introduction des techniques chroma lographi- 
ques. Les reactions colorics, com me les reactions furfuraliques, anciennement 
utilises pour earacte riser la presence d'un type d'ose (hexose ou pentose, aldose ou 
citose) et pour les dosages ne servent plus guere de nos jours qu a la revelation des 
chromatogram mes et 1 quelques applications particulieres (determination de la 
glyc&mie). 
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* La formation de derives insolubles fadkment identifiables, tds que lies 
osazones, qui rendent possible I’identification d*un sucre ryducteur eu tenant compte 
des reserves formuiCes lots de leur ytude, n est plus d’un dosage couranL 


IU. LES METHODES BIOLOG1QCES 


Nous retiendrons la reaction colorde h la glucose-oxydase qui est un moyen 
simple, raptde et specifiquc de dytecter la presence de glucose, ELle pent §tre adapts 
a des fins quanfitatives, 

Les nkthodes enzymatiques k Fhexokinase et k la glucokinase son! les 
mythodes de dosage du glucose les plus specifiques. 


Les glycoproteines 


Les gtycoproteines ou mucoproteines son! des associations de proteines et de 
glucides plus ou moms fortement polymerises. Elks constituent un ensemble de 
composes dont b structure, b repartition et k rdk structural ou fonctionnel 
appuraissent chaque jour plus extraordinaire. 

Nos con na usances act ue I les, en plcine Evolution, son! encore imparfaites dou 
une certaine confusion dans la nomenclature et la classification, Les difficultes de 
("analyse des glycoproteines resultcnt de leur complexity et de leur parenti chimiquc 
qui rendent d£ I teats Pisolement et la purification, ainsi que du danger d ’artefacts 
(rupture des macro molecules, formation de liaisons nkxmant pas in jim 1 etc,), 

Les fractions giucidiques son! repr6sentdes par des chaines courtes fbkes 
lat^ ralement + par Fintermddiaire de liaisons comlemes, sur la sequence polype ptidi- 
que. Elies represented jusqu a 40% de la mokcmle, 

Les const it LLants gluddiques comprennent : 

* des uses : D xylose, D galactose, D mannose, L rhanmose, L fucose, Le l> 
glucose est rare, present seulement dans les glycoproteines de structure ; 

* des hexusamines acetylees : N acetyl glucosamine et N acetylgalactosamine ; 

* des dyrivis acytyks de 1’acidc neuraminique ou acides sialiques. 

Les chaines gluddiques out une structure d’oligosacdiaride et son! Ikes a la 
protyine : 

— par des liaisons osidiques induant le poupement ryducteur de la chalne. 
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Ex, : 

liaison avec les hydro Kyles dc k serine on dc k threonine (liaison O 
gjycosidiqiie) ; 

liaison avec la fonction amide de [’asparagine ou de la glutamine (liaison N 
gJyoosMique), 

— plus rarement par une liaison peptidoide (fonction amine de I’hexosamiftft et 
carboxyle terminal de Ikcide asparlique ou glulumique), 

Le nombre de chaines glucidiques par molecule de glycoprotdine est tr£s 
variable depnis une settle (ribonuclease p T ovalbumin®} jusquk 800 (glycoprotein® 
des glandes salivaires de mouton soil 1 ehalne pour 6 r^sidus d’acides amines). 

Les glycoproteines par suite de leur teneur en acides sialiques ayant leurs 
groupements carboxyiiques libras pr^sentent un caractere acide net (pH, faible, 
grande solubility aqueuse k la neutrality, mobility yiectrophordtique). 

Les glycoproteines sont tr£s r£pandues dans les tissus anrmaux, on les trouve 
ggatement cfoez les vdgetaux et les micro-organismes. Quelques examples peuvent 
nous oonvaincre de leur importance : 

— glycoproteines des tissus conjonctifs et des espaces intercellulaires ; 

— mucines des secretions (urine, Lait, liquide duodenal et secretions muqueu- 
ses diverses) ; 

— glycoproteines s6riques ; orOsomucoide, haptoglobin.es, s&rdmUOOides, 
prothrombine, c^niioplasiriiiie, transferrine, etc. ; 

— glycoproteines des groupes sangums, aggiutinogenes des hematics ; 

— glycoproteines hormonales (honrsone luteinisante, fbllieuiosrimulante, 
chorioniquc) ou enzymatiques (cholinesterase, peroxydase), etc. 

Enfin de nombreuses protcines out une teneur en glueides infd rieurc k 5 % et 
sont alors considiries comme des holoproteines. Ex. : ovalbutnine, y globulines, 
fiferinogfcne, etc. 
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Les acides nucltiques 


Ceil k biologists allemand F. Miescher qui le premier, de 186® a 1872, isoia 
des noyaux des cellules do pus des compost aaotts el phosphorus renfermant 
environ 10 % de phosphors, D’abord appelts substance s mcUiques ou nudemes, puis 
acides nucteiques, ces constituents cellulaires furent Pobjet de nombreux travaux 
durant la fin du XIX e et la premitre moil it du XX® si tele, Ainsi, progressivement, 
s'etablirent les notions suivantes. 

— Les acides nudtiques sont des constituants universe is de la matifcre vivante 
dont Us reprtsentent 10 k 20 % du poids sec. 

— Ces composts, de caracttre aride, doivent §tre rtpartis en deux categories 
d'apres leur constitution : 

• Les acides dfcsoxyribonudtJques (ADN*), essentiellement localises dans le 
noyau cellulaire, 

• Les acides ribonucltiques (ARiS*), plus abondanfs dans le cytoplasms 

Les sddes nucltlques sont le plus smivent associes a des fractions proteiques 

varices pour former des plot tines conjugutes : le $ rmdeuprotiines. 


I. COMPOSITION DES ACIDES NUCLfilQUES 


A, Lei constituants 

L’hydrolyse totale d*un acide nueltique purifit permet de dtceler trois types de 
constituants : 

i' aride o*pbosphorlque< an pentose* des bases azottes* 

* L" acide c^pfoosphorique M s P 0 4 cst commun a tons les acides nucltiques. La 
determination de la teneur en phosphare represente dailleurs on bon CiittfC de 

purett pour ces composes. 

* Le pentose difftre scion la caltgorie d’addes nucltiques. 

Cesf le (3D(- ) ribofumnnose, caracftrist par la rtacdon de dial k Porcino! , 
pour les acides ribonucltiques et le 0Z>{- ) 2 disoxyribojurannose^ mis en Evidence 
par les reactions colortes k la diphtitylamine et k la fuschinc bisulfide (reaction de 
Feulgen) pour les acides d&oxyribonudtiques. 


(*) Las Sigjcs DNA ct RNA correspondent I ] r abitvia(ion die La denomination anglo-saxoiuie. 
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* Les bases azoties, qui sont des derives oxygenes, amines ou mlthylls 
d'hltiroeycles azotls & earactlre plus ou moiits basique, sont reparties en deux 
series : 

La serie pyrimidique derive d'un h£terocycle & 4 atomes de carbone et 2 atonies 
d’azote : la pyrimidine. 



Pyrimidine Imidazole Purine 


La sine purique est issue de la purine resultant elle-meme de la condensation 
de deux hdtlroeyries azotls* les noyaux pyrimidine et imidazole, 

Les bases pyrimidiques sont des oxypyrimidines* Trois d'entre elles sont 
abondantes., ce sont : 

— la cytosine p^xy^aminopyrimidine) prlsente aussi bleu dans les ADN 
que dans les ARN ; 

— L'tradfe (2-4-dioxypyrimidineJ prlsente exclusive ment dans tons les ARN ; 

— la thymine (i-^dioxy-^-itiethylpyriiiiidine ou 5-m£thyLuracile) que Ton 
rencontre presque exclusivement dans tons les ADN. 



Cytosine (Q UrtciJe (U) Thyasbue (T) 


A oes trois exempted I convient d’ajouter des bases pyrimidiques tares, 
prlsemes seti lenient dans quelques types decides nuclliques et en quantity rlduite. 

Ex. : 5 methylcytosifie, 5 hydroxymethyl cytosine, 5 hydroxymithyluradle* etc. 

Les bases puriques sont des ammopurines. — Les deux categories d'acides 
midliques renlerment les deux mimes bases puriques : Yadinine (6- ammo purine) et 
k gumtitte (2-ami no-tf-oxy purine) 


o o 



nun 

Adtnioe (A) Guuiine (G) HypvuflttliK ITT) 


Mats les dlrivls puriques nat ure Is sont oombreux. Outre ces deux exe tuples s on 
peut citer i des bases, Ex. i Vhypoxanthine (6-oxy purine), les derivis mithyMs de 
Ladinine et de la guanine ; des produits de leur mCtabolisme. Ex . : la xanthine (2-6- 
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midiosides. Cheque nucleoside est designs par un nom commun h terminaison osine 
sll est purique et idirte si I est pyrinudique, la liaison N glycosidique Itant d’ailleurs 
plus stable pour les derives pyrimidiques. Les principaux d'entre eux, compte tenu de 
la repartition des pentoses et des bases* figment dans le tableau V. 

2, LES NUCLEOTIDES 

Ce som les esters phosphoriques de nucleosides. 

Les monOTmcUotidks, qui represeutent les v^ritables moiwitiferes de ce groups T 
doivent etre considdfos, malgrd certains rdsultats analytiques, comme des esters de la 
fonction alcooi primaire de rose ou esters-6' -phosphates, Leur nomenclature et les 
abrdviations sent prddsdes dans k tableau V d-dessous pom les bases les plus 
courantes. 




Adi Doabc-5 monophosphate 




Les polynucleotides rdsultent de Penchainemertt de nucleotides 5 "-mono- 
phosphates par des liaisons esters. La fonction alcool en 3 f de Tun est esforift&e par 


Tableau V. Principaux consliluants des acides nucleiques. 



Bases 

azotecs 

Nucleosides 

Nucleotides 

Acidcs 

ribo- 

nudtiques 

Cytosine : C 
Urarile : U 

Cytidine : C 
Uridine : V 

Cyiidipe-5' -monophosphate : CMP 
LJridine-5 -momphosphaie • UMP 

(AftM) 
pentose ; 
ribose 

Adenine ; A 
Guanine : G 

Adenosine : A 
Guanosine : G 

Adenosinc-5 '-monophosphate : AMP 
OuanosineHS' -monophosphate : GMP 


Aeides 
dCsoxyribo 
imdeiques 
(ADN) 
pentose : 
d&oxytibose 


Qtosirw : C Descutycyl Wine : dC Desoxycytidine-5 ' -monophosphate : dCMP 
Thymine t T Dfeoxythyrnidinc : dT Dtecutyihyniidine-5 ''monophosphate ■ dTMP 

Adininc : A Dcsoxyad^nosinc : it A Dfeoxyadenosinc-S ' ^monophosphate : dAMP 
Guanine : G Dfeoxyguan osinc : dG Diisoxyguanosinc-5 ' 'monophosphate : dGMP 
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Les enzymes de restriction sont les outils qu’ utilise nt !cs gCneticiens pour 
d£couper I’ADN, pour l f analyser ou pour fabnqtrer des vecteurs destines k 
transformer des batteries. 

Actuellement une centaine d ’enzymes de restriction out ete purifkes. 


II. LES ACIDES D^OXYRIBOmiCLEIQmS 


La condensation des nucleotides en acides nucleiques n’est pas sans rappeler 
celk des amino-acides en prole ines et pose des problemes de structure analogues et 
souvent meoie plus complexes. 


A* Structure des acides d6soxyriboriucl6tques on ADN 


Les acides desoxyribonuckiques rSsultent de la condensation de d6soxyribonu- 
d4otides-5'-monophosphates dans lesquels les bases sont presque exclusivement 
I'adenine, la guanine t la cytosine et la thymine. Soil ati total quatne mono res 
(dAMP, dGMP, dCMP P dTMP). 

La decouverte de la structure des ADN resulte de ('association de trois move ns 
d'investigation^ Le premier, d'ordre theorique et general, est basd sur des considera- 
tions ^nerg^ tiques et stfcriques (position des atomes, nature et orientation des liaisons 
dans I'espace mokeukire). Le second est anatytique et represents un travail 
considerable. 11 consiste a hydrolyser un ADN piirifid, cristalli$£, puis h sSparer et & 
(loser les diverses bases azotees par spectrophotoaktrie et ceci pour d®Teiites 
especes, allant des virus, aux micro-organisms puis k I’homme et pour d® rents 
tissus, thymus, foie, pancreas, spermatozoides, etc. Le troisiime est physique et 
correspond k ^analyse des cliches de diffraction des rayons X £mergeant d'une fibre 
d s ADN. 

A partir de ces donnees, Watson et Crick propose rent une structure mol£culaire 
en double belice qui a ete confirmee par des travaux ult^rieurs et sembk bien 
correspcndre k F6tat r£el de FADN ceilulaire. Plutdt qm dktudier successivement 
Les d® rents arguments qui ont conduit Si eerie forme mokculaire , nous part irons de 
cette structure et nous montrerons comment elk permet d’expliquer les r6sultats 
analytiqties et \u eomportements de FADN. 

1, LA DOUBLE HfiLlCE 

La molecule d’ADN est fortune par remouLemerut helicoid a I r^gulier et 
dextrogyre, autour d’un axe commun de deux chaines de polyd6soxyribomickotides. 
Son pas sur I'axe est constant (34 A) et elk s'inscrit dans un cylindre de 20 A de 
diametre (fig. 6.2), Cette structure est dite encore bicatenaire. 



UES ACIDES NUO£lQUE5 isa 



• ifeidu phuphau # diwsfyribose tsterifiS en y-5‘ 

Figure 64 Representation simplifies de fa double hdlwe d 3 ADN et detail des eoupfages de bases par 

liaisons hydroj^ne, 

* he diaroetre constant de cette macromokcuLe tient an mode d’assemblage des 

bases, 

Uanalyse chromatograph ique des produits d + hydrolyses d’acides tMsoxyribonti- 
cliques rfiv^le : 

— utte permanence quantitative de PADN total par noyau ceUulmre ainsi qu'une 
JixM de la composition en bases azoties pom lorn ks types eelMaires d'une espice 
dormie. 

Ainsi en ce qui conceme I'ADN bovin, lea tissus somatiques dipldides (coeur, 
rein, thymus, etc.) renferment une quantity volsine de 6,4 . 10" 6 jig par noyau. Far 
ailleurs la composition en bases cst relative me nt constants 


Originc 
de TADN 

A 

G 

Boses azotees 

C T 

5 melhyl-C 

A/T 

G/C 

A + T 

G +■ C 

Thymus bovin 

284 

21,5 

21,2 



1,01 

OM 

1.3 

Rate bovine 

27,9 

22,7 

20,8 



■S3 

mm 

145 

Spcrme bovin 

28,7 

22,2 

20,7 

129 

■H 

H 9 

HI 

146 
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figure 6.3 Us deux Chaims antiparalldes de ]'ADN, 
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— Uw tquirnolariie des bases A ei T dune part et C ?! G d'autr e pari pour to us 
les AON quelle que soil leur one; me systematique (ccpendant le phage 0 x 174 fait 
exception). Les bases sent en elTel reparties par pa ires ou dy tides (A-T), f "€•€}. On 
dit encore que A et T sent complcmentaircs* de memc que G et C. L 'assemblage 
entre deux bases complement Aires, qui s’stlironteni dans un memc plan transversal, se 
realise dix fois par spire, Chaque dyade est, par suite, distance de ses voi sines de 
3,4 k et dccalee par rapport a dies de 3 ft*; de plus, il en results un diameire 
sensibknient constant pour I'helice (20 A). 

La co mp! ementa rile des bases pursues et pyrimidiques est indispensable & la 
formation des liaisons hydrogine internes done I la stabilite de la molecule. In effet, 
les deux chalnes de potyddsoxyiibose-pha$phat£ t polyanioniques, qui on! tendance £ 
se repousser son! maintenues par des attractions hydrophobes et des liaisons 
hydrogfcne sp£cifiques entre ies bases comply mentaires (fig, 6,2), L® rupture de ces 
liaisons, qui est facile par suite de leur faible ^nergie , entraine La dissociation des 
chalnes, Cette complementarity qui impose que les deux chalnes d’une hdlicc soient 
orient£es en sens oppose l ime par rapport i Fautre (ehatnes antiparaileles), 
conditionne 6galement la repartition des bases, En d’autres termes, la sequence 
d'une chalne par suite de la specificity des liaisons (A-T) et f C-G ) determine la 
sequence de I'autre chalne. Ces rdsultats out ete confirm 6s par dcs analyses 
s£quentielles d'ADN. 

# La leogueitf de cette molecule d’ADN qui depend du nombre de nucleotides 
enc haloes c’esLa-dire de la masse moleculaire est difficile a preciser. D'une part, si 
1'ADN viral et bacterien n'est generakment constitue que d’une seule molecule, il 
n’en est pas de meme pour l s ADN provenant des noyaux d organismes superieurs et 
le produit extrait et purifie est un melange. D’autre part, la molecule d'ADN est 
fragile et les manipulations n£ce$$aire$ d la preparation peuvent provoquer des 
ruptures de chalnes, si bien que lea valeurs generalement donnees, comprises entre 
10* et 10 2 * * * * 7 daltons, soul sans do ate trop foibles, DVutres me th odes qui permettent 
d'estimer le nombre de nucleotides presents sugg&reut des masses tnoleculaires 
supyrieures & l(f daltons, Quoi qu’il en soil, il »*agit toujmirs de macfomokcules de 
masses moleculaires assez homogenes et de longueurs superieures au millimetre ou 
au centimetre en les supposant etirees. 

On estime que FADN $ Escherichia coii a environ 1,1 k 1,4 mm de long ce qui 
correspond i 35 . 10 s pa ires de nucleotides pour une masse moleculaire de 2 k 
3 . 10 v daltons ( p. 205), L’ADN cortenu dans un spermatozofde humain represente 
vraisemblabkmeit l(F paires de nucleotides. B est divise en chromosomes et 
comporte de nombre ux replis, il y a une molecule d’ADN par chromosome, 

2. LA SEQUENCE DES BASES 

A + T 

Traduite par le rapport — — — ou coefficient de Cbargaffi eLfo est constant 

C + G 

pour une esp£ee do node et est I Forigine de la diversity des ADN selon les espdees, 

Cette sequence rfest pas connue dans son ensemble et cell se comprend si Fon pense 
qif & une masse mol6cukire de lx 10* daltons correspond une chalne de 
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3 000 nucleotides. Les res ul tats obtenus font toutefois ressortir qu'elle n h est pas 
periodiquc itiais arythmique (*). La repartition des bases n’est pas la repetition d’un 
motif fondamental, elle renferme un « conterm d’ information », ce qui est confirms 
par retude de k synthese prot^ique. Les deux chaines d’une double helice ont 
d'ailleurs, en vertu de la complement ante, des come n us d’ information differ ents 
mais equivalents. 


B. Proprietes des acutes desoxyribonucLeiques 

1. SOLUBILfTfi 

Les sels de sodium des ADN sont solubles dans Teati en formant des solutions 
d’une viscositd eiovde, I Is sont prddpiiables par rethanol. 

2 . ABSORPTION ULTRA VIOLETTE 

Du fait de la presence des bases puriques et pyrimidiques, les ADN absorbent 
Les radiations ultraviolettes dans la zone de 260 nm (fig. 6.1). L’absorption, bien que 
trfcs importante (20 & 30 fob supdiieure a celle des proteincs pour une m£me 
concentration), est nettement inferieure k celle que Ton obtiendrait avec un melange 
des bases aux mimes concentrations. On donne k ce pbenomine le nom (Tefflet 
hypochrome. Cette diminution de (’absorption d’environ 30 % risulte de (’assemblage 
des bases azoties par les liaisons hydrogene . 

Cette interpretation a iti confirmee par 1'itude de chaines polynucleotides 
anificieiles pripajies par polycondensation d un seul type de nuckotide, 

3. dEn atu ration thermique 

Si Port chauffe progressivement une solution aquetise dilute dun ADN extrait 
avec le maximum de precautions ( ADN natif) et que 1’on suive les variations de 
(’absorbance £ 260 nm an fur et a mestire de l’elivation de temperature, on constate 
aloes une brusque augmentation de (’absorption appdde effet hyperchrome dans une 
zone restreinte de temperature, entre SO et 100 “C selon les ADN. II y a en mime 
temps diminution de la viscosite de la solution. 

Par analogic, la courts obtenue est appelie eourbe de fusion de I s ADN, bien 
que le pbinomine so it tres different d’une fusion, et le point moyen, dont k 
temperature depend de I 1 ADN traiti, a regu le nom de point de fusion pour rappder 
[’aspect brutal du phenomena. 

Le * point de fusion » de I' ADN 1 est dpi k 78 X, celui de l 9 ADN 2 est 
igai k 57 *C. La teneur en couples GC de l’ ADN 2 est supdrieure a celle de 1’ADN 
1 , les deux brins de l 9 ADN 2 sont plus difficiles k sparer car 11 existe 3 liaisons 
hydrogene entre une pa ire de bases GC et 2 seulement entre une paire de bases AT* 


{ *■) 11 ejtijsue eependaM dans J’AUN des eucaryotes plusit-uts copies die ceCUdns. g£n« (p. 207). 
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L 1 augmentation d’absorbance a 260 nrn de l'ADN denature est due aux bases 
azotEes qui ont m coefficient d ’extinction moIEcukiri plus 6kv& sous forme libre que 
sous forme appariee, liee par des liaisons hydrogens a one autre base (p. 199), 

La fusion correspond ft la rupture des liaisons hydrogene sous reflet de 
['agitation the unique, ce qui a pour consequence de desaccoupler les bases el de 
d^ptraliser totalement cheque chalne de la double bdlice native. L’ADN devenn 
monocaienmre est dit denature {fig, 6.5). 

A partir de ee stade denature deux Evolutions sont possibles* 

# Si le refroidissemevit csl progrctfif* on assists ft un re Lour ft ['absorption UV 
et a la masse molectdaire du produit nalifi L’ADN est dit alors retwfure, les bases 
complement a ires sc son! reassociees par pa ires, la structure en double hcli.cc et les 
propriety biologiqties sont ret* biles. En fair, la re natural ion nksl lotalc que si 
l’ADN n'esl forme que d'un type de molecule (ADN baclcrien on ADN des virus a 
ADN), On conceit quo la denaturaign a yarn scparE et melange les chaincs 
complement* ires, la recomb i no i son de vie nine plus ulealoire (possibilile d 'assemblage 
paiiid de deux chaines voisines mats non complement# ires, assemblage de deux 
zones d’unc merne chalne ere ant unc boucle), 

• Si le refroldlsstniuEit est brusque! les chaines sont « trcmp£es » et demeurem 

dans cet etat, au moins pendant un certain temps car lentemem les zones 
complEmcntaires sc rCassocient pour regdnErer I’helice initiate, Le phenornEne peut 
Eire active par une nouvelk fusion et un refroidissement progressif. 

L’cxistence de cette re natu ration spdcifique permet ; 

— de confirmer la vaOditE de la notion de double hElice qui correspond bien ft 
la forme thermodynamiquement La plus stable en solution ; 
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btcaiinftire 


Figure $p 5 D6n*tuxtttion thcrmiqvc de I’ADK. 


— de concevoir ies pMiwnMnes qui se d^rouJent lors de la synthase des ADN 
et des ARN, Ies liaisons hydrogfcnes ayaot la possibility de se cr£er et de se rompre 
continue I lenient vers 30 *C ; 

— d’obtenir des acides mcMiques hybrides (fig. 6.5) : ADN hybrids provenant 
du melange de chaines appartenant It des espfcces voisines, pour lesquelles les 
sequences sont suffisamment analogues yfin de permettre une complementarity 
partlelle „ ADN-ARN hybrides k partir d'un ARN et dune chain e iTADN- Ges 
hybrides permettent d*itudier les compMnientariMs de structure des deux types 
d’acidea nuclciqucs ; 

— d'apprtder L’dtat moMculaire de 3’acide nucMique en determinant le 
coefficient d’absorption rapporte & La mole d 'atonies de phosphore : e (P) , 

. D*0. k 260 nm >; 31 

*(P) —i 

avec c - concentration de la solution d’aride nucMique et l = l'epaisseur de solution 
Crave rs£e„ 

line valeur a norm ale me nt £levde de ce coefficient traduit une denaturation 
partielle de I’acide nucMique, 

La sterilisation par la chaleur, de meroe que la fragmentation ou Taction de 
nombreux re act its chimiques rfannihilent pas Tactivkl biologsque des acides 
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4. L’ADN DES CELLULES EUCARYOTES 

L’essentiel de I’ADN celhiLaire est dans le noyau, plus &p£cialement port si par 
leu chromosomes, toe tits faible fraction dtaot par ailleurs localise dans le 
cytoplasme* dans les mitochondries et ks chloroplastes. 

Les ADN des noyaus sont Ms 4 des protknes pour former woe association 
nickoprotdque appeke chromatins. 

La fraction protdque est composes de proteines, de faible masse mokcuiaire, 
et de caractere basEque ties net : les histones. 

La basicite des histones est due a la forte proportion de residus d'aminoacides 
basiques, un sur quatre est une lysine ou une arginine et porte une charge positive, 
II tikxistc qu'une molecule d T ADN par chromosome d’eucaiyote* la longueur 
de cette mokcule, est de 5 cm sous forme lint ai re. La structure du filament de 
chromatins est comparable a tin collier de perles, des petites spheres appeldes 
nuckosomes sont re Ikes les ones aux autres par de FADN lien. 

Le mickosome est une association d'ADN et d s histone$, 
li exisfe deux groupes d ’histones* le premier designe quatre proteines : 
H 2 A t H 2 B, H 3 et H 4 * qui entreat dans la struct ore du nuckosome* le second est 
repr£serat6 par une proteine H lf si tike cn peripheric sur le mickosome et dont le rdle 
n’est pas clairement etabii, peut-etre associe-t-elle les nuckosomes entre eux en une 
superstructure encore plus condense . 

Le nudeosome proprcmcnl dit est constitud de 8 sous-unit£s d*histones (2 de 
chaque type H 2 A* BjB, H 5 et HJ assocfces k une portion d T ADN nudes ire d’envirou 

HO paires de bases de long. 


Oclaraiife d'hiftQfKS 



ADN Iwn 

Figure 6,8 Structure schematise d'un nudtottmt. 


Une (Mnsonstration exp^rimentak raceme a prouvg qwll exists des sequences 
nSpethives dans I'ADN des eucaryotes alors qu il n’en existe pas chez les procaryotes. 

Ced suggere Fid£e qu’il existe, pour certains d entre eux, plusieurs copies d'un 
me me gene — parfots quelques centaines — ce qui correspond it une extraordinaire 
amplification de ces gfcnes polyrepr^sentes. 
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Dm experience d 1 hybridation a permis d'dtablir que les g£nes des eucaryotes 
avaient line structure discontinue, certaines sequences de I'ADN dn gene ne 
s'apparient pas k FARN message r (*) ; on les appelle nitrons. 

Ces m irons torment dies boucles que J on a pu voir an microscope dectrortique. 

Les sequences d’ADN intereal^es entre les introns s’appellent exons. 

Les exons sent complement a ires de FARNm (*), ce qni prouve qu’ils codent 
cet ARN. 

La synthase des ARNm, dies les eucaryotes, se fait en deux temps : un ARM 
pr&'ines&ager est d'abord faring, copie exacte de I'ADN, puis une gtape de 
maturation interview — qui consiste en r elimination des introns et an raboutage des 
exons pour former I’ ARNm d£finitif. 
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ARN messafcr 


Figure ft.fi. Hybridation entre un ADN d'euc*- Figure 4.S6 Synthfe* de l 1 ARNm chczm euca- 
ryote et un ARNm. tyote. 


in, LES ACIDES RIBONUCLEIQU ES 


A, Structure des addes rlbonuclglques on ARN 

— Ce groupe est beaucoup plus hdtdrog^ne que Le prudent. Comme les 
ADN, les ARN sont des polynucleotides resultant de la condensation de mononu- 
cleotides par des liaisons pbosphodi ester 3 '-5 ' mats il s'agit la de ribonucleotides- 
S'-mono phosphates et les bases azotdes sent plus nombreuses. Parmi dies, quatre 
sont abonda Kites, ce sont : Vadinine, la guanine, la cytosine et Vuratile qui rempLace 
id la thymine- D'autres sont pfisentes en proportions plus faibles mats non 
nggligeables, ce sont : la methyl- et la dimithyh guanine, le pseudo-uracile, 
Vkypoxanthine. Le nombre de monom£res est done plus grand. 


py righted material 


(*) La notion d'ARN raessager sera cxplfcvtie uJidrieuremeni. 
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Les masses mol6culaircs sent plus varices et souvent plus faibles que pout les 
ADN. Elies sont comprises entre 25.000 et plusieurs millions de dal tons. 

La repartition des bases est diffe rente de ce qu'elle est dans les ADN. Si dans 
de nombreux cas etudes G/C = 1* il n’en est pas de meme du rapport A/U 
equivalent an rapport A/T des ADN, On ne peut done pas admettre une 
complementarity des bases aussi complete que pour les ADN et par suite Inexistence 
d'une structure aussi rdguliiire, d’autant plus que les molecules d’ARN sont 
constitutes par une seuie ehalne polynud6otidique. ils som mortecatimtres. Le 
probleme de leur structure est done posd. 


Flpin 6. ID Schemas Jc deux types de structu- 
res pujLHibles pour un ARN (sculcs quelques 
bases sont schematises ). 


ehalnt de 



Au preamble il faut noter que Ton ne tient pas compte des bases tares et que la 
rtgle de complementarity valable pour les ADN n’est peut-etre pas applicable sans 
ame □dements aux ARN. Les di verses methodes analytiques montrent que les ARN 
en solution possfedent sur une ou plusieurs parties de leur longueur des zones ayant 
une structure de double helice stabiltsee par des liaisons hydrog^ne (fig. 6.10). Ces 
zones h6]icoidales plus ou moins r6gu litres peuvent sans doute occuper des positions 
varides le long de la chaine, elles masquent lea bases qul y particlpent en exposant au 
contraine les bases des zones non spiralis£es< 

Des ARN ft configuration spatiale pseudo-hyiicoldale se rencontrent ehez 
certains virus et transitoi remem chez d + auires T lots de leur multiplication dans les 
cellules infects 


B. Propri6tes des acides ribonudeiques 

Les proprietes physique, en particular de solubility et d 1 absorption ultra vio- 
late p sont analogues & celles des ADN. 

La dlnaturation thermique se manifeste 6galement avec certains ARN mm le 
phenom£ne est plus progress! f t£muignant de Fexistence de plusieurs zones en double 
Mlice * fondant * successivement. 


C, Repartition et etat des acides ribonuclciques 

1. LES ARN VI R AUX 

De nombreux virus animaux (virus poliomy£litiquc* virus grippaux, etc,) el 
v£getaux (virus de la mosaique du tabac, de la mosaique du navet, etc.) ainsi que 
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quelques bacteriophages renferment un ARN de masse moteculaire elev£e sup^rieure 
a 2 . lCl 6 daltons. 

Les bacteriophages et les virus ne renferment qu'un seal type decide 
nucMique, ADN on ARN. 


2. LES ARN DES CELLULES PROCARYOTES ET EUCARYOTES 


Les ARN sont repartis a k fois dans le eytoplasme et dans le noyau, quand 
celui-ci existe. I Is peuvent lire di vises en trois grandes classes, 

* Les ARN ribosomiques, [Is represented 80% de l'ARN cellulaire total. 
Riches en guanine et cytosine, leur structure est monocat£tiaire avec de place en 
place ties zones helboTdales. 

Les ribosomes ou pains de E&la&e sont ties ptirticules de ribonuckoprot£ ines 
constitutes par deux sous-unit£$ accoKes (constantes de sedimentation 50 S et 30 $), 

Cbaque sotts-unitd run feme un type particuliet d’ARN not£ dans oe cas r- 
ARN : 

— r- ARN 23 $ - masse mole cuk ire 1 ,2 . 10 6 daltons environ, 

— r-ARN 16 S - masse moltaulaire 5 * I0 5 daltons environ, 

— r-ARN 5 S - masse moleculaire 3 . 10 4 environ. 

Ce dernier, dont les structures primal re et secondaire sont counties, comprend 
120 nucleotides. Nos connaissances stir les autres r-ARN sont tres incompletes, Tous 
d£rivent cependant d’un ARN 45 S form6 au niveau du nucteole. 

# Les ARN messagers ou m-ARN, Leur existence, prddite par F. Jacob et /. 
Monod a partir de considerations theoriques, a ete prouvte par des m6thodes 
isotopiques. lis representent environ S % de TARN total. Leur masse moleculaire est 
& levee mu is variable scion leur origine cellulaire ; leur renouve Dement nidtabolique 
est rapide surtout chez les micro-organ tstnes, enftn la sequence de leurs bases est 
compkrnentaire de oelle d’un fragment d'ADN (fig. 6,8). 


A 

I 

C 

l 



ri 


1- A P.N de Icvure 


Ffgnrt 6,11 t-A&N accepteur de s&fne. Struc- 
ture sdi&matique plane. 
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* Lfs ARN de transfer! ou t-ARN. Encore appeles ARN solubles ou s-ARN 
par suite de leur solubility dans les solutions concentraes de Had out une masse 
moleculaire de Fordre de 25 „ 10 ^ daltons (soil 4 S) et correspondent & 5 ou 10 % de 
TARN cellulaira. Leur chains comporte environ 80 nucleotides* la sequence 
nucleotidique 6tant connue pour quelques-uns d’entre eux. 

La plupart ont une extr^mite de leur chaine terminde par un triplet caracteii&tt- 
quc correspond*!!! aux bases C — C — A (voir tableau p. 195), I’autre extremity 
portant la base G. 11$ renferment tine quantity assez importante de nueMotides rares. 

Leur configuration spatiale est en ten tile de trefle repliee qui correspond k une 
structure compacte (Eg. 6.11). 


IV. LES DfiRIVfiS DE NUCLfiOTIDES 


En dehors des acldes nucldiqucs, les nucleotides entrant egalement dans la 
structure de nombreux composes done les roles sum essentiels en biochiinie. Par 
exemple : 

— des nucldosides-S-y monophosphates cycliques com me Fadynosine 3-5' 
monophosphate cyclique ou AMP eydique ; 



r 

o- 


— des nucleosides 5 -polyphosphates : Fadenoske-5 'diphosphate ou ADP et 
Fadlnosioe 5' triphosphate ou ATP par exemple ; 
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— des derives plus ou moins complexes ayant uu role de coemyme comme le 
nicotinamide -adenine -dinudeotide ou NAD * ou le flavme~ad£nme-dimid6otide 
FAD, 



Structure do NAD 1 


V. METHODES D’fcTlDE DES ACIDES NUCLEIQUES 


1. PREPARATION D ACIDES NUCLEIQUES 

Ln preparation des addes nucleiques a partir d’un materiel riche (virus, 
bacteries, levures, thymus) est effectuee apres broyage et parfois dilapidation. 
Extraction est gcrteralement realise par une solution saline, lc$ prosifies sont 
d^n a turves puis el i minxes par centrifugation, enfin les addes nucleiques sunt 
precipitin par l'ethanol ou par acidification. 

2 . DOSAGE 

Le dosage des addes nucleiques est realisable suit par dosage colorimdtrique dti 
phosphore, soil par dosage colorimetrique des pentose, ribose ou ddsoxyribose, 

3. LOCALISATION CELLULAIRE 

Leur localisation dam les cellules a pu etre etablie par les mdtbodes spectropho- 
tometriques et par les mdthodes eytochimiques. 

Ex, : Technique de Feulgen qui cotore les ABN en rose. Une hydrolyse acide 
part telle libere les bases punques et d^ masque des r^sidus d^soxy ribose qui peuvent 
aiors r&agir avec Le reactif de Schiff. 

Test de Brachet. Coloration par un melange de vert de mdthyle, qui col ore 
TADN, et de pyronine qui colore TARN en rouge. L T hydroIyse enzymatique 
specif ique de TARN complete cette technique. 


TlClrli 


m 
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4, SEPARATION ELECTROPHOR £TI Q U E DES ADN 

Em milieu lamponnv, les ADN charg&s Degativment migreat dans on champ 
electrique, vers 1’anode ; leur de placement est fonction de leur mobilite apparente, 
grandeur qui depend essentiellement de leur charge et de lent tuilk- Une 
electrophorese sur support classique ne permet pas de separer les ADN a vet une 
resolution soffisanle ; en effet, le rapport de la charge a la taille est pratiquement le 
meme pour tons les acides nucleiques* el leurs mo billies electrophoretiques sent, par 
consequent* tres proebes les ones des autres. 

En revanche* si 1’dJectropfiorise se pratique an sein d ! un gel de polyaery Lamide 
on d’a^rose* feffet de tamls mokculaiie dCi k la structure ntticuke du gel permet la 
separation dcs acides nucleiques en fonction de kur taille : le gel d agarose k mailles 
larges conviem aux grosses molecules, le gel de polyacrylamide est phis on moins 
tenement rdtieuk, scion son laux de pontage ; iris serrl* il possMe un poivoir de 
resolution permettant la separation de fragments d'ADN allant jusqu'au stade du 
nuckotide. 

La revelation des spots est kite au bleu dkthidium qui donne une fluorescence 
orange. Quelquefois, on est amen£ k Sparer des fragments d’ADN radioaoif, la 
revelation est kite, alors, par autoradiographie, 

I AUTORAD JOG RAPHIE 

Cette technique, mise au point et developfke par J, Cairns* a, dans un premier 
temps* permis de deer ire le chromosome dreulaire baclerien et son mode de 
replication. 

L’ADN est marqud par un isotope radioaetif* par exemple en foumissant de la 
thymidine t ritidc comme prdeurseur au cours de la svnthese d’ADN par une bactene. 

L’ADN, ainsi rendu radioactif, est extrait de la bacteria* tteploytl et d4pog$ sur 
une Emulsion pbotographiquc ; sous Teffct du rayonnement dmis par le tritium* 

I I emulsion photograph ique est impression nee, Apris developpe merit et agrandisse- 
ment* les traces dues aux effets de la radioactivite apparaissent en noir, 

Deputs* cettc technique a dte utilise k d T autres fins, en particulier comme 
methode de tevdlation dklectrophorese d’ADN ; il suffit d*mterer* k une exttemlte 
hydroxy tee un phosphate dans laquel le phosphore est I ’isotope 32 P. 

6. DETERMINATION DE LA SEQUENCE P UN ADN 

La determination de la sequence d’un ADN est une technique mm au point 
tecemment et qui va de pair avec les progres accomplis en g£nie g£n£tique. 

II exists deux mdthodes : dam I’ une, on proc&de par coupure chimique* J ’autre 
est fondle sur la replication enzymatique. 
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a. La methode de Maxam it Gilbert 

La method© de Maxam et Gilbert est fondle sur les trois principes suivants : 

— Le brin d'ADN I sequencer est marque £ Pextr£mit£ 5 r par du phosphate 
32 P, 

— II est coup£ chimiquement de fa;on selective au niveau de certains 
nucleotides. 

— Les fragments obtenus sont $6 par£s par 61ectrophorese sur gel de polyacryla- 
mide, la relation est fade par autoradiographic. 

La fixation du raarqueur (phosphate 32 P) h rextcgnutg 5" du morccau d’ADN & 
analyser est rMisde en phosphorylant Lhydroxyde libre 5* par une polynucleotide 
kinase. 

La coupure chimique sp&dftque est r£aiis£e de quatre famous diffe rentes : 

— une coupurc sp£ctfique en G 

— une coupon© sp^dfique en C 

— une coupure en G + A 

— une coupure en C + F. 

Ces coupures sont pratiques en d££niisant s£lectivement un nucleotide, dans 
des conditions exp^rmientales volomairenient contrives, de fafon A ni'avoir qu'un 
petit nombre de coupures par fragment d’ADN I sequencer. On opdre stir 
4 dchantillons equivalents, 


Les id art ions dimiques sont Rentes ci-dnsttus : 


Ripcliun G : 

L' azote N 7 de la guanine est mdthyli par la dimithylsultale. 
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Reaction C i 

Bn presence de Nad, I’hydnzine sit ague \$$ c*rt»ittt Q et de la cytosine. La base aiiui 
modifiie esl eliminde, La piperidine atiaque le P-ribost ct coupe Ics liaisons phosphodiesters. 
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Reaction C + T : 

En I' absence de NaCI. ks dem pyrimidines sent atlaquees par [hydrazine. 

Lei oligonucleotides obtenus par Lei quatre coup ores sur lei quatre echantillons 
identiques sent sdpards par elect rophorese sur gel de polyacrylamide . Les produits 
des reactions sont roiunis a une migration en parall&le, Le marqueur radioactif rivfefit 
par autoradiographic les fragments 5' tennmaux. Les fragments les plus courts sont 
les plus mobiles. 

Soil, i titre d'exemple, a sequencer le fragment suivant marque au J2 P en 5'. 

5 TCCG ATCG A ACC 

i2 F 


Reaction 

chimiqut 


A + G 


C + T 


Oligonucleotides 

radioactifs 
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Taille des 
oligonucleotides 


5 7 


l 4 7 8 9 


t 2 6 10 11 


1 2 5 6 10 11 
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Soit T a litre d’exempie, a sequencer le fragment suivanl : 

gcttagccaccga y 


Incubation avee 
les tndanges 

ddCTP 


ddGTIP 


ddATP 

diTTP 

dCTF 

+ 

4GTP* 

dATP* 

dTTF* 

Oligonucleotides 



dC 









obtenus 
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dG 
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dA 





A 
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A 
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C 

C 
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G 

G 

G 

G 



G 

G 



dG 

G 

G 

G 

G 

G 



T 

T 



T 

T 

T 

T 

T 

dT T 



G 
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dG 

G 

G 

G 

G 

G 

G G 



G 

G 

dG 

G 

G 

G 

G 

G 

G 

0 G 


dC 

C 

C 

C 

C 

C 

C 

C 

C 

C 

C C 
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T 
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T 

T 

T 

T 

T 

T 

T 

dT T T 

Amorce - 

'11 

n 

n 

n 

n 

n 

Q 

n 

n 

n 

n n n 

TailLc des oligonucleotides 

2 

8 

13 

3 

4 

6 

7 

12 

10 

1 1 

1 5 9 


7. DETERMINATION DE LA SEQUENCE DES ARM 
Melhude i la transcriptase reverse 

La transcriptase Averse est line enzyme qui copie no ARM en tin brin d’ADN 
complementaire, 

Jl suffira de determiner la sequence du brin d’ADNc. 

b. Methodes de coupures euzymatiques 

L’ARN est marque en 5 ' £ l"aide d*une polynucL^otide kinase et d h ATF marque 
au 32 P 

L f ARN & sequencer est coup£ spSdfiqttemeot i I’aide d'enzyntes ; 

les ribonucleascs (ou RNAsca) qui sent des endonucleases et Les phosphodieste- 
rases qui sont des exonucleases, 

Les fragments obtenus sont $£par£s par ^lectrophofise sur gel. 

c. Methodes des coupures chimiques 

La mittiode est la meme que cclie qui a et£ decrite pour FADN, la chaine est 
coupes spedfiquement par modification chimique d’une base. 
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endonuclease 
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EXONUCLEASE 


COUPURE 


J*t™pLK>d«iid r?w de 
file lit botuf 


Hydrolyie d'uiK chair* d’ARN 4 parti* de l L eairimi1i 5 r — i eordLlwrt 
qu>lle tic: fail pa* ptimpbOfylir £1 lilbdfBliftn. d’ttfl irtOlwmieltOEidc- 
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FhospIsKftestirite de wnin 
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H)M;k d'une c-ha l nc d' ARN i psrtir dc IcKtrimili 3' — t wnrfilimi 
qu'ellf ik bale pas pboaptoryKr ei Ubdfmbfl dTun fiMiKHiuctartidc 

-V flirJflOPhtHDfaiK 


Figure 6,14 Enzymes tydrotyttHt spicifijquement I'ARN, 
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Git autre groupe de constituants essentials de la matiere vivante, qui 
repr^sente 10 k 15% du poids sec est fits h&droglae. Les seals caracttres 
viritablcmem cormnuns soot physiques : toucher onciueux, formation sur k papier 
de teches ite disparaissant pas k La chaleur et surtout solubility. Les lipides sont 
insolubles dans I’eau mais solubles dans les solvams orpniques (dthanol chaud, 
acetone, £ther de petrole, benzine, ether, etc.), en partiailier dans les solvants 
apolaires, ce qui est une consequence de leur structure chimique. 

L’analyse immediate montre que les lipides naturals (matkres grasses et lipides 
de constitution) son! des melanges, souvent complexes et diffidles a fractionner 
quantitativement par suite dm nombre dev£ et de k parents chimique des especes 
mokmlaires quails r&nfeimeat. Avant rintroduction des techniques analytiques 
modemes, techniques chromatographiques notamment, la composition des lipides 
naturels ne pouvait itre appiyke, de mani£rc rapide et simple, qu’A 1‘aide de 
donn£es arbitrages : les indices, que nous ddfinirons lors de I 1 etude des propriety 
chmuques, 

Les produits resultant du traitement d’un lipide nature 1 par la soude, ou la 
potasse, k l'^bullition, pen vent etre separes en deux fractions, 

Une fraction extractibk par tilher t formic de substances n'ayant pas subi de 
modifications an corns du traitement (1), et qualifke d'mapomfiabk. Ces substances 
liposolubles comprennent des sterols, des carbures d'hydrogene f des vitamines, etc. 
Elies constituent Feitsemble des substances lipoidiques ou lipoldes. 

Une fraction hydrosolubh formic de compost varies pa nut lesquels figurent 
de fagou permanente au morns un alcool et les sets decides organiques aliphatiques k 
nombre dlev6 d 'atonies de carboue : les sels d 'aeides gras. Ces substances, form des 
lots de la saponification, dfcaient primitivement combrnees dans le lipide, 

Ce caractdre chimique, le plus gdndraL ddmontre que les lipides contiennent, 
pour la pluparl, au twins une mokcule d’acide gras, combinee sous forme d'ester, 
quelquefois sons forme dkmide, 

A Fancienne elaisifkaTiun en lipides simples et complexes, on subntituc 
maintenant une classification plus chimique : 

— Les addes gras, 

— Les glycdrolipides ou esters du glycerol qui sent subdivises en glycerides (ou 
acyl-glycerols) et en glycirophospholipides, 

— Les sphingolipides ou amides de la sphingosine, 

m 

(1) Les aMupliwis pouiblH ne will pte pi Be a 'elflFEtfrfi 
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— Les efifide^ esters d'alcools sup^rieurs k nombre 6Jev6 d'atonies de 
carbone. 

— Les st£ndes, esters d'alcools polycy cliques complexes, les sterols, 

— Les lipides isoprdniques qui component ; les carbines isopr£niques (carote- 
nes et carot£noides), Les sterols et Oroides, Les quLnones et het£rocycles oxyg6n£s k 
chames isoprdniques (vitamine E, vitamine K et ubiquinone J. 


Structure et propri£t£s 
des principaux lipides 


L LES ACIDES GRAS NATURELS 


Les acides pas nature Is les plus rdpandus prdsentent un certain nombre de 
caraci&res communs. Ce sont des mono-acides aliphatiques, nm ramifies el A nombre 
pair d’atomes de carbone Si toute La sdrie aliant de 2 a 38 atonies de carbone est 
reprdtenide chei les 6 tires vivants, les tenues i 16 et 18 atomes de carbone sont de 
loin les plus a bond ants. 


A. Examples d- acides gras nature Is 


D‘aprts la structure cbttnique, on pent distingue r : 


— Les acides gras safaris : 

n = 4 Kick Ji-tnilanolqiije on acidt buiyru^ue 
n - ft *dd< n-Ses(flj»iqee gw mkk ttproLjw 
ii « 14 adde n-i£ind£tarKtique (Ha sade myristique 
r = ]fi Hjcidc ft-beiadicjno'ique ou #cMr paimi&qut 
n — 18 aride Ji-ocLadtcacKMtjuc ou acidr st£ar ique 
n = 20 acidc «-ci«wana*t|ue m aekte armhidiqm 
it * 24 aside fMitfafowiwiqtk ou xide iignoctrique 
n = 30 addc n-titHcoiitaDoiqiir chi acidf mtlissique 


C 4 H,0, 
* C a H ls O s 
C ti H s O z 

CmH # Oj 


CjHr-COOH 
CjH r ,-COOM 
COOH 
C l4 H, s ^COO« 
C tJ H w — COOH 
— coon 

CpH 47 ^COOH 
— COOH 


Qiaque acide gras est constitue par une chain e hydrocarbon^ , plus ou morns 
Longue, fortement apolaire et un groupement carboxyle polaire. 

Ex* : Adde palinitique C 1S H 3 , — COOH 
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Exempks ; 

m Addes akools- — Uacide ricmoUique, ddsmk de laride oldque : 

CH,- (CHj) ,-C HO H — CH j—CHUjC H— {CHj ) ,—COOH 

Uacide ceribmnique en C M est un adds a-alcool 

La presence de Thydroxyle introduit m carbone asymdrique dam La molecule 
et par suite I 'existence d’une activity optique pour Tacide gras et les lipides qni le 
renfermeni. 

• Acides gras ii»M possedant une triple lirnmn, oe qui est exceptsonnel 
dans Les composes bioehimiques, 

• Addes gras cycllques comme ies addes hydnocarpique en C 16 cl chmlmoogrb 

que en C 18 dont les glycerides sent utilises dans le traitement de La L&pre. De mdme , 

Vacide lactobaciUique, Isold de badlles lactiques et faeteur de croissance pour certains 
bacilles, possede line structure partiellement cyclisge. 

• Acides gras ramifies et k nombre Impair d’atomes de carbone. Longtemps 
oonsideres comme exceptionnels, il est maintenant plus correct de dire qu'ils sont le 
plus souvent trds peu abondants, 

Les Lipides bacteriens et plus spdcialement les dies ties Myvobactdries, dont k 
bacille de Koch, contiennent des addes gras ramifies responsables de leurs propridtds 
chi miq ues et pbysiologiques paxticuLidres* 

Uadde tuberculostearique ea C^, les addes phtienoiques et les addes myc&ciro- 

siques ont des ramifications constitutes par des groupements rrkthyle. 

Les addes mycoliques entrent dans la composition du * Cord factor * (Ijpjde 
toxique $£cr£t£ par les badlles de Koch vintlents). Leurs masses molaires sont 
dlevdes et leurs structures ramifkes complexes. 


B. Proprieties physiques des acides gras 

— Emt- — Le point de fusion, done Vim physique, depend :: 

• d'une part du nombre d'ammes de carbone pour line serie homokigue, lx* ; 
Les addes gras saturds a yam moms de 10 atonies de carbone sont des liquides, 
volatils pour ks premiers tennes, huileux pour les derniers. lis sont entrainables par 
la vapeur dkau. Les addes gras renfentiant 10 atomes de carbone m plus sont 
solides et le point de fusion s'dkve rdgulkrement dans la sdrie ; 

• d'aut re part du taux d l (maturation. Dans la serie des addes gras k 18 atomes 

de carbone,, Tackle stearique est solide {T f = + 69 *C) alors que ks addes okique, 
linokique, linoknique son! liquids (T f respectifs + 16 ‘C, - 5 "C, -11 *C) 

— Solubilitis. — Les solubilites des addes gras sont Ikes k la structure de type 
bipolaire de leurs molecules, Trts rapidement Thydrophobie de teur chaine 
hydrocarbonee apolalre Tempo rte sur la faible hydrophilic de leur car bo xy k peu 
dissock. Seuls ks premiers termes sont solubles dans Teau et tits faiblement ionises, 
les bomologues superieuis etant insolubles. 
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Les acides pas les plus rdpandus soni solubles dans la plupart des solvents 
organicjues. 

Comme toutes les molecules possedant celte structure bipolaire, Jes acides gras 
oof tendance, en fonction de la pfisence d'eau, | s h as$oder en ensembles orienfds. 
Ainsi, selon 1'dtat de Facide pas el la nature des phases constituent Finterface, les 
mo Voiles s'orientent en fonction des polarites pour constituer des structures 
feuMlet£es (films) on miceJlaires (fig. 7.1). 


Air 


Etu 
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B 


A. StrwUur&fi fcuiLLetiei i 1. KMietoe mocwoiolecutaire, 2 el 3. formes de passage, 4. couches empilees 

B. S Intel tires micdlaircs. 


L’Ctude physique des films m onomo I£cu I a i res a permis de prCciser la forme et 
les dimensions mottculaircs ainsi que des vakurs approchdes des forces de cohesion 
intcrmokculaires et les deformations possibles. Autant de donates utiles pour 
Fdtude de la structure des membranes cellulaires. 


C, Propri£t£s chimiques des acides gras 


Par leur carboxyle, Jes acides gras ferment des combinations caracteristlques de 
cette fonction (esters, anhydrides, amides, acylmercaptans). Ces composes sont 
importants pour §e m£ tabolisme mais dans cette dtude chimtque nous ne retiendrons 
que fa formation de seb. 

Les chaines aliphatiques sont peu teactives, seule la presence de doubles 
liaisons leur conffere des propri6t6s intetessantes. 

— Sali fication des acides gras : les savons. — Trait 6s par les bases, les acides 
gras foment des sels appeal savons, 

C^Hjj — CQOH +■ NaOH - COON* + H^O 

Arid? trf&fiBt Oi&me de i odium 
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Dans le vocabulaire courant T !e terme de savon designs un melange de sels 
alcalins decides gras a nombre dlevl d’a tomes de carbons, Les savons dins sont 
sodiques, lea savons mo us potassiques. Industrie! lement T ces savons sont prlparls 
directement A partir des matures grasses par saponification des glycerides, 

— Les savons alcalins sont solubles dans Lean, leur forte dissociation 
augxnentatit rhydrophilie. Les anions gras R— COO” en solution abaissent la tension 
stipe rflcielle am interfaces : les savons sont tensioactifs. De lil Msnltent leurs 
propriety s mouillantes, moussantes et Imulsiormantes, e'est ^-dire leur pouvoir 
dltersif. Actuellement, on remplace souvent les savons par des agents tensioactifs 
synthltiques dont la structure est analogue (alkylsuifonates R — SO s Na, sels d'ammo- 

fiiuin quatemaire, etc.)* 

Ces anions gras peuvent dgalcmcnt lire principals dam diverges conditions, 

• Par addition d'un cation non alealin ( Ca 3 + , Mg 2 + „ Ba 3 + , Pb 3 + ) LI $e 
forme un savon insoluble. Si l’on ajoute, A une eau naturelle caldque, une solution 
alcoolique de savon alcaiin, il apparait un prlcipitl floconneiw de savon de calcium i 

2 mXK>~ Ni* +- Ca 1 * ( R^XOO ) a Ca + 1 Mi* 

Ce n’est qu’en presence d'exc&s de savon akaJin que les propriltls detersives se 
manifestetont. Ce prindpe a Itl utilise pour determiner la duietd (mineralisation 
calrique et magnlsierme) des eaux naturelles scion la mltbode hydrotimltrique, 

De m&tm* en presence d*ut» prodine chargle positivemenL il y a precipitation 
de la combinaison acide gras-protline. 

■ Par acidification ou par addition d’une solution concentric de chloftire de 
sodium,, les dissociations sc trouvent diminules (Lou rinsolubilisation. 

R — COO" Ns" + H" n ff-COOH *■ m* 

Ek*i \ 

R^JCQQ 4 Na f st Vt— COONs 
Exiii " l 

Cette dernilre reaction utiltsle lots de la preparation des savons a regu k nom 
de relargage, 

Les acides gras peuvent lire doses, dam un solvarn convenable, & 1’aide d'unc 
solution de potasse alcoolique cn presence de phlnolphtaleine. Ce dosage appliqul & 
un corps gras permet d’6 valuer la quantill glob ale decides gras libres* Le rlsullat, 
appek imlice d' acide, correspond an nombre de milligr ammes de potasse nfccssaire 
pour neutraliser I'aciditl libre contenue dans 1 g de matilre grasse, Il depend k la fois 
de la quantity et de la masse molaire des acides presents. 

— Propnites des acides gras imaiurh. — il s'agit essentieliement de reactions 
cTaddirion qui, bien que propres aux acides gras, seront Itudiies avec les fdyelrides ; 
car ce sont i cux qu’eiles sont le plus glnlralement appliquees, 

Di Les prostaglandines 

Les prostaglandines sont des acides gras, existant a I’ltat libre dans de 
nombreux tissus, ou Us jouent un n&le de modulateur hormonal. 
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Leur nom vient du fait qu'elies ont etc isokes pour ia premiere fois du tissu 
pros tat ique. 

Ce sont des acides gras a viogt atomcs de caxbome, comportant un cycle k 
cinq carbones, insature et oxygdud (snbstitud par des groupe meats edto on hydroxy), 

Les prostaglandines torment un ensemble de seize molecules, act ue lie meat 
identifies, une modification de structure, mdme mi Eli me, modifie de fagon jnipor- 
tante leur activity 

Ces moldcules sont syntlidtisdcs a parti r de Pacide arachidonique. 


IS H 12 U 9 8 6 5 COOH 

AA^V == V“V = W 

CH, 

acidc jrachida-niquc 


Leur concentration intracdMaire faible resulte de leur role de mediateur 
hormonal, les moldcules sont continue! ie meat synlhetisees puis rapidement detrudes 
aprts avoir dtd dtabordes. 

Une grande varidtd d’activitds biologiques a dtd attribute am prostaglandines ; 

— stimulation de la musculature lisse, 

— accroisscrneiU des inflammations, 

— certaines provoquent Favortement ou Faccouchement, 

— modulation de I 'irrigation sanguine de certains organes, 

— controle du passage des ions k travers les membranes cellulaires, 

— contrite de la transmission synaptique, 

Bien que leur mode d' act ion ne suit pas £lucid£ , ou pense que les pro&tagjandi- 
ncs serveni de mediateurs locaux de certaines hormones ; dans certaines cellules dies 
agissent stir le taux d’AMP cy clique, 

La PGEj est un inhibited des hormones stimulant la lipolyse, ces deraieres 
agissent en stimulant Fadenylcydase des adipocytes. La PGE, suppose a la synthase 
d’AMPc. 


o 



PGE, 

L’aspirine exerce son effet anti-inflammatoire d analg£sique en inhlbant la 
synthese des prostaglandines qui act i vent Pinflamiriation et supposed k la synthese 
des endorphincs* 
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II. LES G L Y CERO LIPIDES 


Les glycero lipides simples (acy [glycerols) rcpresentent une reserve d energie 
uil li sable. les triglycerides reprise ntent 90 % des lipides de I 1 adipocyte, 

Les glycdroiipides complexes (phosphoglycerolipides) sont essentie lie merit des 
lipides strueturaus ; 

— - ils participenl a la structure des membranes plasmiqucs, 

— i!s sont des constiiuants du vilellus dcs oeufs, 

— civee les spingollpides, ils sont abondanls duns le tissu nerveux, 

A* Le glycerol 

Cost le plus simple des triols CH 2 OH— CHOH— CLLOll qui se present c 

comme un liquide incolore, sirupeux, I saveur sticree, plus dense qae I’eau mais 
miscible a die en touies proportions, 

Chauffe en presence d'h yd roge nosulfate de potassium, le glycerol subil une 
dcshydrataiion en acroleins : CK 2 =CH — CHO, aldehyde dhdiique l\ odeur car;ick> 

ristique, irritant les voies respiraioire et toxique. 

L 'esterification du glyedrol pent conduire & unc grande variete d T esiei> 
different? les uns des ant res, soit par le nombre ct la position des hydroxylcs 
e&tdrtfies, soit par la nature des acides ainsi combines. 

Ex „ : Esters organiques du glycerol : 

cr CH,OH Of,-Q -CO CH,OH 

t I I ’ 

11 CHO H CHOH L’rt— O CO-ft 

t I I 

fc-CHOH CH ; OH CHjOH 

Glyuirtil u-muinu'jilytemle |3 - nw uoglyfCTi'Jk- 

CH,-D-CO —ft CH„— O— CO— If CH,— O— CO-ff 

I I ' I ' 

CHOH CH-O-CO-W CH -0 CO— If' 

I I I 

CHj— O— CO—lt CHjOH CJI,-0— CO-lf 

im ' (ii^.ly ce ridt ufJ-di{Jyti:rrtJL r Triflyc^iidr 

thjmugfn? hk>iw|ene tenrrcifl.fr tic tin mintc 

La forme metaboliquemem active du glycerol est le glycirol-phosphaie encore 
appele acide glycero-phosphorique ; 

CH n OH 

I ■ 

CHOH O 

I I! 

ttl.-O- P-OH 
OH 
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Le carbone 2 repr^sente m centre de chirality ttsom&re present dans les 
pbospboglyc&olipide* est le L glye6ro]-3 -phosphate, 

Representation de Fischer du glycerol- 3-phosphate. 

CHjOfi 

HO*— C H 

0 

i il 

CH r -O~P«-0H 

1 

OH 


B* Les glycerides (flcylglycerols) 

Les glycirides contenus dans les (issus adipeux animaux ct dans les Miles ou Les 
graisses vdg6tales sont en majeure partie constitues par des triglycerides que Fon 
appelle g6n6ralement glycerides neutres, De plus, les matures grasses sont des 
melanges de nombrenx glycerides s les tins simples on homogenes, les autres mixtes on 
httirogines ; ces demiers 6tant f I de r ares exceptions pits, les plus abondants. 

La nomenclature des glycerides est ceile des esters. 

Glvcfri.de mule 
CHj—O CO C l? Hjj 
CH — O — CO — C n H 15 

ch,— o— co— c it h„ 

Olfiite 1 stearate 2 
oliate 1 -de glyriryle 

— Em. — Les glyodrides som des liquides ou des solidcs, onctueux au toucher 
car leur point de fusion est relativement bas et leur fusion pateuse. Les points de 
fusion des triglycerides dependent de la nature des acides gras constitutes : les huiles t 

liquides a 15 X, soot riches en acides gras Msaturts ; les beurres ( Ty - 25 *C) 
reuferment des acides gras saturts a petit nombre d’atomes de carbone ; les graisses 
(T,~35 ^40 "C) sont constitutes de triglycerides riches en acides gras satmt s et 

insatur^s a lb et 18 atomes de carbone ; enfin les suifs (T,- ^ 40 °C ) ctmiicnncni 
beaucoup de tristbarate de gfyc£ryie (trist^arine), ■ 

— Solubility. — Les glycerides sont remarquableittent insolubles dans Peau, t 
froid com me A chaud, les groups ments hydrophiles 6tant engages dans les liaisons 
esters, 11s sont trfts pen solubles dans Pgthanol A froid, A Fexception de Fhuile de ncin 
riche en acide ricinolfrque, mats par contne solubles dans l'ethanol chaud et trfes 
solubles dans le benzene, lather, le chloroforms le tdtrachlorure de carbone, lather 


Gtycfridc simple 
CH-, — O — CO — C 
CH — O — CO— C,jH b 
illj— O— CO— C^H jj 
Triuliaie tie ^yrtryle 


l proprieties physiques 
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— Reactions d' addition. — Elies concern ent les glycerides renfermant dans 
leers molecules des restes decides gras insaturds, ce qui est le cas pour la; huiles. 

■ Addition d’bydrogfcne, — Par hydrogenation sous pression en presence de 
catalyseurs, on salure les doubles liaisons. A parti r d’huiles, on prepare ainsi des 
graisses, les margarines, qui sont ensuite color£es et aromatizes. 

* Addition tThalogfenes, — La determination de ia quantity d'halogfene fix£ par 
addition traduit r importance du caractere insaturf dim glyceride. En principe 

2 atonies d 1 halogens se fixent sur une double liaison ; 

* 

-CH=CH— + X 2 — * WC—CHX— 

Lc brume et surtout le cblore donnent lieu, en plus de Fadditkm, k des 
phtnomfenes de substitution. Aussi utilise-t-on le plus sou vent Fiode ou Tun de scs 
ddrivds plus aclifs, monochlorare ou monobromure diode (IO ou IBr) selon la 
trkthode. La substance grass® est solubilise dans un solvant inactif sur le Zactif, le 
chloroform® ou le ktrachlorure de carbone , et le dosage est rdalisd dans des 
conditions dtfinies (concentrations des rea ct if s, temps de contact). Llndice diode, 
qui repr&sente le nomhre de grammes diode que peuvent fixer par addition 100 g de 
substance, est en g^ndral dkv6 pour les huiles, moyen pour les graisses et faible pour 
les beurres et surtout les suifs. 

Ex, ; Indices diode de Fhuifc de Lin I BO, de Fhuile d'oltve 90, de la graisse de 
pom 60, du beurre de vache 30. 

II n’y a pas toujours un parallel is me itroit entre llndice diode et le point de 
fusion car pour ce dernier la Longueur des chain es carbondes interment ^galement. 

• Fixation d’oxyghke. — L’oxydation des acides gras insatures par le permanga- 
nate en milieu alcalin ou pax I’ozone provoque la scission de la mokcule au niveau de 
la double liaison : 

+40-* R — COOH + HOOC— R COOH 
Manoeeide Diaridt 

L* identification des acides formas permet de situer ^emplacement de la double 
liaison, 

Les glycerides insa turds peuvent dgalement s’oxyder lentement au contact de 
Fair iautooxydation), d’autam plus fatilement que les doubles liaisons sont plus 
□ombre uses, surtout si eUes sont conjugudes, Cette oxydatiou est a Forigine de deux 
phdnomdnes ; le ranrissement et la stceativiti* 

Le mneissement est une fixation pen lrnportante d’oxygOne entralnant la 
formation de peioxydes (ddcelables par addition dlodure de potassium) puis, par 
rupture de k chains carbonde, ceUe d’ald^hydes et d’acides, Sous Finfiuence de 
batteries fe ph£nom£ne pent 6tre accompagnd d’un ddbut d 'hydrolyse libtrant les 
acides gras, 

Le rancissement se traduit par une augmentation de Findice d’acide et one 
odeur d^sagrgable, ranee. La mature grass® devieot itnpropre pour la consummation 
d'autant plus que certains composes formas sont toxiques. 

Ce pMnoiuine d’oxydatkm des acides insatuidg pent lire d’origine enzymatu 
que, Les lipoxy doses, enzymes qui catalysent cette oxydation, sont inhib£es par les 
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m BlOCHIWlE STFlUCTUfWLE 


tocophimh (p. 256) ou vitamines £ qui represented des « anti-oxygines * naturds 
retardant le randssement. 

La ricrndivjfe correspond a tine fixation plus importance doxygdne. EUe est 
accompagnde dc la formation de substances volatiles et dun change meat de 
consbtance de rtauUe, qui se polymerise, durcit, fonnant un vends. On obtient ainsi 
un enduit insoluble, impermeable, done protectcur. La siccativitd est accel£r£c par 
dif ft rents sets de manganese et de plomb, appeks -k siccatifs », 

Seuis les acides poly£thtfniques subissent cette oxydation, D’aprfcs lent 
repartition, on distingue des huiles non siccatives (huile d'olive), des huiles semi- 
siccatives (huiles de coton t de tnoutarde) et des huiles siccatives (huiles de lin, de bob 
de Chine, riches en acides imoknique et £J6ost£ajique). L'interet pratique de ces 
huiles a beaucoup diminik depub la mise an point des peintures synthdiques. 


C. Les giyc^rophosphatides ou phosphoglyccrolipides 

h LES GUVCE ROPHQSFHATI DES SIMPLES 


a. Les acides phosphatidiques 

Ce sent les plus simples des lipides complexes et ks plus proches des glycerides. 
Lenr hydrolyse libere une molecule de glycerol, une molt: cult d’acide phosphorique 
et deux molecules d'acides gras. 


CHjOH 

CHGH 

I 

glycerol 3 pHosphal* 


Chf, O-CO R 
£H — O — CO — R‘ 

icid< ph«p|isii[Ji^ue 


Ces lipides, aux propridt^s acides tf&s marquees, sont presents sous forme de sels 
chez les v£getaux (chou, epinard), chez certaines batteries (bacille de Koch) et dans 
les tissus animaux (les cardio lipides du ceeur de been! sont des acides polypbosphatidi- 
ques). 

Ces molecules peuvent fruiter de Phydrolyse partieik de lipides plus 
complexes, mais tiles represented t surtout les pr6curseurs de tons les glyc£rolipides : 
glycerides et phosphogfyedro lipides, 

b. Les inositHles ou iaositoplwsphatides 

Les plus simples derive nt des acides phosphatidiques par esterification d J une 
deuxkmt function adde de Facide phosphorique par un alcool cy clique, I ’inositol 
CtHttOg. Ex. : inositophosphatide de germe de bid : 


.adde pabnitique 
Cly^n^'iciilt xras irtSMUrt 

"aciik phusphoritple^OOSiIol 
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Les lecithines, extraites pour la premiere fob du jaune d’ccuf, soul prdsentes 
dans la fraction lipidique de la plupart des tissus (tissu nerveux, pancreas, foie, soja, 
etc.). Solubles dans Ic ch loro forme, lather et I'ithanol chaed, ces substances sont 
insolubles dans L'acdtone d’ou leur precipitation k partir d’un extrait chloroform ique + 
En general, les Mcithmes ren ferment un acidc gras saturd (palmitique on stdanque) 
et un aclde gras insature (oi£ique), toutefois l'on connalt des lecithines complfctement 
saturdes on complete ment insaturdes. 

Les c&phoiines different des lecithines par ramino-alcool et leur insolubility 
dans rithanol. Elies sont abondantes dans le tissu nerveux, le rein, le muscle, le foie. 

Tons ces phosphaminolipides possedent une structure bipoiaire nette et foment 
mSme des ions mutes par dissociation, 

Ex. : 

CHj — Q — CO — CijHjj 

CH, O CH— G — CO^C^Hj, 

N ) L 

CH S - N* — CH," CH,— O— P—O-CH , 

/ 1 

CR % O- 

L 6 cilhirtc 


+ 

KjN 


V 


CRT 

I 

r 


occ 


/ 


jCH— CHj— O— P-^O— CHj 


PfMKphaliEfijfIsirinje 




Au contact de l‘eau, on observe, avec ces molecules polaires, la formation de 
structures orientees micellaires et surtout feui]Let6es. Ces associations, qui soul des 
auto- assemblages, modifiable rdversiblement, sont dtudi^es afin d apportcr de 
resulrats interessants relatifs k La structure des membranes eellulaires. 

Les prinetpes sur lesquels sont fondles ces associations sont basds sur « la 
bipolaritd » de ces molecules. 

Uorganisation moldculaire se formant de faqon spontande lorsque l’on verse 
des phospho-aminolipides A la surface de Team est la bicouche lipidique qui resemble 
k la coucbe bimoMcukire de ces molecules dans la membrane cellulaire. 
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^ I ■ t/ I -* I ^ 1/ I ^ 1/ I Jr I V I 

mra 


bicouchc lipidique 


Eau 

Figure ?.£ Coupe riansverealc seMmatique d'uw: bicouche lipidique. 


La structure tie la bicouche lipidique est assure? pax <Jes liaisons qui stabilisent 
L’£difice : 

Liaisons entre les queues hydrophobes (interactions hydrophobes et forces 
de Van dex Waals). 

— Liaisons entre les poles hydrophiles et Feau (liaisons eiectrostatiques k>n- 
dipole et dipole-dipole). 

Cos bicouches lipidiques presente nt une certaine fluidity, chacune des couches 
pern se ddplacer pax rapport k Fautre sans qu’iJ puisse y avoir d’Cchanges entre les 
const ituants de Func el de Fautre, 

Si an lieu de verser les phospholipides k la surface de Fean on provoque la 
formation d’une Emulsion, Forganisation des phospho-aminolpides est micellairc . 


Figure 7,3 Schema d’une micelle phospholipidi - 

L|UCr 



encore, la stability de l^difice est assume par des liaisons entre les queues 
hydrophobes de molecules (interactions hydrophobes et liaisons de Van der Waals) 
et par des liaisons tlcctrostatiques entre les pdlcs hydrophiles et Feau (liaisons ion- 
dipole el dipdle-dipdle). 

Sous Faction de certains traitements physico-chimiques (sonication en particu- 
lier) les bicouches lipidiques peuvent s T organiser en liposomes. Ce so nt des vesicules 
de 250 A environ de diam^tre, formte par une bicouche lipidique d£limitant un 
compartiment interne. 

La formation de ces v€sieules d£montre la propension de la bicouche lipidique k 
se lefermer smr elle-mSme, 


Tiqhte 
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Figure 7 A Coupe xhdnutique tfun lipAOittt- 


Les liposomes sont des modules artificiels de membranes perm ett ant tin certain 
nombre deludes, en particulicr cedes relatives & la permeability. 

Les attaques enzymatiques apportent de nombreuses possibility pour F<£tude 
des glycdiophospho-aniinolipides, Les lecithinases m phospholipases, qm sont des 
carbon-esterases , ddtachenl les acides gras de fa^on specLfique. 

La phospholipase dorigine animate , libere Fadde gras en 1 des phosphogly- 

cdro-aminolipides. 

La phospholipase A 2 . prdsente dans les venins de serpents, littere Faride gras en 

2 des lecithines en produisant des lysotecithines (1-acyl glyoi rophosphorylchohne) . 
Ces substances sont des agents Mmoiytiques important 

La phospholipase B, cForigine microbienne el animale, d^tache facide gras en 
1 des ly so lecithines, en libdrant un glyoerophosphorylcholine , 

La phospholipase C, d'origine bact£rienne s scinde le phosphog1yc£rolipide ea 
diglyc^ride et ester phosphorique d un amino-akool. 

La phospholipase D, d’origine v^gdtale, lib&re Famino-aloool d h un glyctrophos- 
pho-aminolipide. 


L&hhine 

rr 

Oi— O-hc-Bj 

0 

O" 

1 

CH,— O— P— O— CHj — CH, 


Ljsol^rithinc 


+ /«, 

-N-CH, 

CHx 


0 

ch 7 -o-= 


*ir Ri 

□ 


£h-Oh 


? + / CHj 

CHj— O— P — O — CHj — CHj — N^h-CH^ 

O CH, 


Figure ?J Action des phospholipases. 


b. Lgs pLasmalogimes 

Les plasmalog^nes ont ete deceits dans le cytoplasme cellulaire par la reaction 
de Feulgen camcfdmtique des ADN composant les g£nes, d'oii leur nom. Cette 
possibility de recolorer le reactif de Schiff est tine consequence de leur structure 
voisine de eelle des phosphoaminolipides mats dans laqueUe un des arides gras est 
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remplacd par un aldehyde aliphatique, palmitique ou stearique, sous forme inolique. 
La liaison avec le glycerol est du type £ther-oxyde £nolique r 

R-CH j—COOH i?^CH 3 ^CHO JI-CH-CH— OH R— CH^CH-G— CH 5 

gw Aldfhydt grm Form imUqrn Eiter-axyde tnobqvt 

Trails par (a soude n qui saponifie les l£cithines et les c^phalines, les 
plasmalog£nes sont partiellement degrades. Latide gras liMrd forme un savou et 
l’ald^hyde gras s’unit aux fonctions alcool a et p du glycerol par une Liaison 
ac£talique, Le tenne dac£taIphospharide cnee par Feulgen correspond done en fait a 
un artefact. 

CH,— O— CH=CH-C U H B 

CH— O — CO — C^Hjj 

o 

CH r -0- P -o-ch 2 — ch^-nh; 

Q- 

PJasimotogcnc 


CH--Q. 


mon 

-* CH -o 




/ 




+ COO'Na* 




CHj—O— P— O — CHj — CHj — NHj 

o 


Act t a fphosphal i dt 


Oliate lie sodium 


c, Lei phosphatidylglycolipides 

I Is r&ultent de la fixation sur la fonction alcool libre dun di glyceride, de un ou 
plusieurs rdsidus osidiques. Ces giyco-lipides sont repr^sentes chez les bact£rie$ et les 
planter 


III. LES SPHINGOLIPIDES 


Dans ce groupe, le glycerol est rempfoed par la spftirigmim, aminodiol 1 
IB atomes de earbone possldant une double liaison. 



On 


CHOH— CH^CH — fi 
CH— NH, 

HjOH 


VI 

A 


{CH.) .. — CHj 


Spbiiyniite 

L acidc gras est uni ft la spMngosine par une liaison amide et non par une liaison 

ester* 

Les sphingoiipides sont particu lie re nient abondants dans le tissu nerveux, 
certains d'entre cux s'accumulam au cours de diverse® maladies* 
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N-acityl gaiactosamine 

CHiOH CH,OH CH,OH 



Pdle hydiuphile 


Hcpndscncalinri sch^maiique el stmclurc d'uji ganglisside 
{La Hrurturf csi ceBe du pngliDsWe GM,) 


rv . LES CERIDES 


Les c£ridcs> sunt dcs esters d'acidcs gras et d alcools & longue chains non 
taiuiJj^e et & nombre pair d'atomes de carbone : les alcools gms. 

Ces substances solides, incolores, insolubles dans Fern, solubles dans le 
benzene et te cMoroferroe sont chimiquemem merles, Elies som saponifies 
letltement et resistent a la plupart des r£acttfs chimiques, d’ou leur role protecteur. 
Les c £ rides constituent la majeure partie des cires (ares v£g£ tales, cires d'insectes, 
huilcs de rcquin, blanc de balcine, etc,}. 

Ex. : L’ester palmitique de I’alcool cdtylique en C« est le constituant principal 

du blanc de baieine : 

C L jHj, — CHj — O-CO — ijs^t ji 
Palmitti* tit tMyle 

Le palm i tale de myrkyle* ester de Falcool myricylique {C M H A , — OH> t est 
abondanl dans la cire d’abeUle. 

Les dies bactdriennes sont constitutes de cerides plus complexes comenant des 
addes gras speciaux et parfois des oses, comme e'cst le cas pour le * Cord factor * 
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V, LES STERIDF.S 


Les stdndes sont des esters decides gras et de stdrols. 

fir. : La lanolineu graisse de k kine de mouton, est un melange d’oleate, de 
palmitate et de stearate de cholest^ryle. 

Ces substances blanches, cristallmes sunt rdpandues dans les deux regnes et 
presenter dans tuns les tbsus. 

Les LDL (Low Density Lipoproteins) qui represented une forme importante 
de transfer! du cholesterol, sottt riches en lidol£ate de chulestcrylc. 


VI. LES LIPIDES ISOPRENIQUES 


Ces Lipides qui, dans Fancienne classification, etaient classes dans « I'losaponi- 
Fiablc » sont airisi appeles ear lour structure est sou vent une coin bin aison d unites 
isopnemques 


CH ; =C-CH=CH, iwprtrw 

Par exemple, le squalene qui est un intermediate de la synthfess du cholesterol 
est formd de six unites isoprgniques. 
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A. Les car bu res feoprfnlques et fours ddrivds 

1. LES CAROTfiNOlDES 

Les carotenoides, large me nt repartis dam les deux regnes, sont d’origine 
v^gltale. Cc font des dlrivds aJiphatiques ou alkydiqwes de I’isoptene, pos^dant de 
nombreuses doubles liaisons conjugates dxiu leur coloration intense, qui va du jaune 
(xantbophylles) I Porangi (carotenes) puis an rouge (Lycop&ne) et les nombreuses 
isomeries cis-trans possibles bien que la plupart des carottnoides naturels soft 
totalement trans ■ formes * ell-twits *. 

Les plus important possedent 40 atomes de carbone, corresponds nt a 8 rtsidus 
isoptene. Cette longue chatne carbonte leur confers la liposolubilite. 

Les earotenoides comprertnent : 

— ks carotenes, carbures d^hydrogline de formule C^H^; 

— les xanthophylles* dtrivtes des prtctdents par Pintroduction de fonctions 
oxygtntes ( — OH, — COOH, — COOCHg, — CO—) et par un raccourcissement des 

chains dans certains cas. 

a. Les carotenes 

Les carotenes font des earbures d f hydrog^ne en que Pon pent 

considerer conune se rattaehant au lycopene, pigment roup de la tomato de 
structure chimique syntetrique 



L^xttemite de la diaine pent se cydiser en un noyau iosatnte a ou p-ionone, 
d'ou ks possibility : 



et 1 'existence de carotenes mono ou bicyctiques, symetriques ou non. 


Ex. ; 

Lycopene 

a-earotene 


A— thalne conjugitee— A. 
B — chains conjugu^e—C. 
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p -carotene 5— chain e conjugu^c— B. 

T'Carotene A — ehame conjugude — B. 

&-carot&ne A— chaine conjugate— C. 

Le carotene commercial est un melange des iso meres a, fJ, y, 

Abondants dans la carotte, les carotenes se retrouvent ega lenient dans de 
nombreux vegetaux assoc ks ou non anx chloraphylles. ISs sont ausst presents dans le 
corps jaunt de 1 'ovaire, le jaune d'ceuf, la peau, le lait et le serum sanguin ; le p- 
carot&ne £tant la forme la plus abondante. 

Les carotenoides et certains de kurs d 6 riv 6 $ mtemennent dans la photorccep- 
lion : perception lumineuse des organes photorecepteurs, vision, transfer! d'energie 
lum incuse dans les chloroplastes, 11 s seraient doues de propriiks ant ioxy genes et 
pour les Maittmif&res les carotenes a, P et 7 sont des provitamines A. 

b. Les xantbophyltes 

La plus rdpandue est la lukine qui est abondante dans les feuilles vertes, Cest 
le 3-3' dihydtoxy-tt-carot^itc, 

2. LA VITAMINE A 

La vitamin? A, on retinol 1 (vitamine antixdrophtalmiquc ou axbrophtol) est 
constitute d’un cycle p ionone portant une chate latlrale fortnie de deux unites 
isoprfene et terming par une fonction aicool primairc, Le compost naturel est < all- 

irans *. 



Le retinol 1 , de fbrruule brute C^H^O, est un solide jaune soluble dans les 
Jipides et Lours solvants (vitamine iiposoluble). Les solutions presentent une bande 
d’absorption dans fultraviokt dont le maximum est compris entre 325 et 330 am. 11 
est eskri liable, tris sensible a Toxydation et d£veloppe une coloration bleue en 
presence du kactif de Carr et Price qui est une solution chloroformique de 
trichlorure d’antimome, La teinle bleue obtenue est fugace coutrairement a celle 
donnee par le p-earotene. 

La vitamine n’exlste que dans le r£gne animal. Presente dans le lait, Le 
beurre et ie jaune d’ceuf, elle est abondante dans les buttes de foie de poisons et de 
baleine- Chez I’homme, une caroienase localise dans la paroi intestinal* permet la 
scission entre les carbones 15-15% avec fixation de deux mokcules d’eau, du p- 
carot&ne en deux molecules de vitamine A, Ce carotene reprdsente done une 
provitamine A, de rrkme que les carotenes a et 7 qui ne foumissent qu’une seule 
molecule de vitamine A par suite de leur structure moleculaire ne renfermant qu'un 
seul cycle p-ionone, 
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10 et 13), d'um hydroxyle en 3, d'une chalne latdrak i\ huil atomes de carbone en 17 et 
par la presence d'une double liaison dans le cycle B en 5-6 qui est notfc AS, 



Cette formule fait apparaitre la presence de 8 carbones asymdtriques. Un 
nombre tris 63eve d'isomtres est done possible, my is dans Les sterols nature!* its sont 
beaucoup plus reduits. La seule isomeric interessant le cholesterol porte sur le 
carbone 3. 

Le groupement methyl fixe sur le carbone 10 etant situe au-dessus du plan de la 
fbrmule, si Thydruxyle porte en 3 est en position cis, ]’ iso mere est un sterol ds ou ft, 
dans le cas contraire, e’est un dpist£rol ou st6rol trans, a, Ce quo Ton schematise : 

H 

no 

Sl6n.il $ Epistiroi 



Le cholesterol appartient I la s^rie cis, e'est le 3 (cis)-hydroxy-5Hdiolest^ne. 

b« Proprtetes physiques 

• Aspect* — Le cholesterol se presente comine un solide blane, d’aspect 
brillarit, bien crisiallisd. La forme dcs cristaux varie selon le solvani d'origine : 
houppes d 'aiguilles fines par evaporation d une solution gthirop^trolique, lam dies 
avec encoches & partir d’une solution chlojroformique (Tig, 7:7)* 

Ces cristaux fcndent a 1A6 9 C en doniant un liquide trouble qui s'Mairdt vers 
180 'C. 

• Solubility* — ■ Le cholesterol est insoluble dans l'eau (mokcule apolaire), peu 
soluble dans L'£thano! froid, mais soluble dans Ttithanol chaud ainsi que dans les 
solvants des lipides, 

• Pouvoir rututoire. — Tous les stirols sont aetifs Sur la Lumtere polarises et la 
plupart, conuie le cholesterol, sont (ivo gyres. 


c. PropH6tis chimiques 
* ProprktCs de la foncticn alcool 

— Esterification. — Le cholesterol est fadlement est^rifiable, Les esters 
antique et benzolque sont pr^par^s pour I’identification des sterols, Les esters 
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* Froprl^t^s de la double liaison 


— ■ Reduction. — L’hydrogenation en presence de uoir de p la tine, sature la 
double liaison du cholesterol et aboutit b un a I cool secondaire satin'd ; le dihydroeho 
lest£rol on choksUtml Cette fixation dhydrog£ne rend le carbone 5 asym^trique, ce 
qui cr£e une nouvelle isomeric a, p. 

Le cbolestanol ainsi prepare par vole chimique est 5 a alors que la reduction du 
cholesterol bdiaire par lea bacteries intestinales conduit k l 1 isomire 5 p , le coprostunol 
ou copwsiirol iltmine dans les matures Scales. 

La induction de la fonction akool par hydrogenation transforms le cholestanol 
en un carbure saturi le cholestane. 





CHj 

CH, 


— Addition d’tudog&aes, — De me me que pour les acides gras insat lines, le 
brume et J’iode peuvent se fixer par addition sur la double liaison du cholesterol. 
L'indice d*iode est de 65,8. 


* Reactions colorees 

En solution chloroformique les sterols, trails par certains r£actifs r dSveloppent 
des colorations diverges ; plusieurs de ces reactions sont utilises soil au dosage soil b 
^identification des sterols. Nous retiendrons deux exemples : 

— Reaction de Salkowski. — Un volume de solution chloroformique de 
cholesterol est additionne d’un dgal volume decide sulfurique pur. On obtient apres 
agitation deux couches superposes, une couche chloroformique rouge sang, une 
couche sulfurique brune k fluorescence verte. 

— Reaction de Ltebermana-lkudmrd* — La solution chloroformique de 
cholesterol est cette fois additional d’un #gal volume d’anhydride acetique et de 2 a 
3 gouttes decide sulfurique pur, Apr&s agitation II apparait une coloration violate 
fugace, virant au bleu puis au vert et dont I'intensite est maximum apres trente 
minutes a la temperature ambiante, 

De teltes reactions colories sont donates par tons les st^roides poss£dant un 
hydro x>le en 3 et une double liaison en 5-6, les colorations variant L£g£rcment scion 
le st^roide, Leur mtcanisme dans lequel intervient une dfchydiatation est complexe 
et ma] connu. 


d. Edit bwlogtque du cholesterol 

Le cholesterol est d'abord le prtcurecur de nombreuses substances steroides : 
hormones st^roides sexuelles et coittcosun^nalieimes, acides et sell biliaires. 
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vitamine D 3 . II intervient aussi dans le m&tabolisme de I’eau en re giant rhydrophilie 
du cytopiasme pour lequel on observe un certain parallel] sme entre sa teneur en earn 
et son coefficient lipocytique ou rapport cholesterol/acides gras, 

Enfim le cholesterol fibre possdde un pouvoir amih£molytique et tin idle 
antitoxique vis-a-vis de certaines toxines bacferiennes. 

Une mauvaise elimination biliaire ou des defeglemems du m&iabolisme 
conduisent i des troubles parfois graves : formation de calculs v^siculaires, ddpbt 
dans certains tissus, la paroi des vaisseaux sanguins en particulier, Os depots, de 
cholesterol plus on meins assoc ie h des lipides et secondakemcnt a des substances 
mine rales, sont responsables de ratlferoscldrose et de ses consequences dont 
fin fa ret u$ du myoearde, 

Le cholesterol est, en outre, un lipide membranaire des cellules eucaryotes ; en 
revanche, la plupart des cellules procaryotes en sont d£pourvues. Le cholesterol 
confere aux membranes plasmiques une oertaine fluidity, cette molecule est moins 
abondante dans les membranes des organites 

Le cholesterol s oriente dans la bicouehe lipid ique comme les autres constt- 
tuants lipidiques, pole hydrophile et queue hydrophobe du cholesterol orients 
com me les piles hydrophiles et queues hydrophobes des phosphoammoglycerolipi- 
des, sphingolipides et glycolipides. 


2. LES PR1NC1PAUX STfiROLS 

Toils les sterols sont des alcoois secondaires, soli des, satures ou non, poss£dant 
un noyau polycy clique d£riv£ du plfenanthfene. 11s sc difference nt les uns des autres 
par le nombre et la position des doubles liaisons dam le noyau et par la structure de la 
chains laterals, 

Les sterols ont une repartition trfes g£m§rale, seules les baeferies en soot 
pratique ment d#pourvues, D’apfes Torigjne biologique on distingue ; les zoosferols 
ou sterols animaux et les phy to sterols ou sferols veg£taux. 

a. Les zoosterols 

Us comprennent : 

• Le cholesterol, principal sferol des Vert^brds. 

• Le coprosferol, derive du precedent par reduction enzymatique. Ce sterol 
satufe ne fixe pas diode, ne denne qu’une trts faiblc reaction de Licbermann mats 
pfecipite par le dighonoside ( hydroxy le en 3 pi). C'est Tun des rares sterols natureis 
dextrogyre et de la s6rie 5 p, 

» Le 7-d^bydrochoksferol ne differ? du cholesterol, auquel it est g£ndratement 
associe, que par 1’existence d’une seconde double liaison en 7-8. Present dans de 
nombreux tissus, ce d£riv6 du choksferoU est le pr&curseur direct de La vteraine 
D } p. 253), 

• Les sfemh de la lanolint. — Llnsuponifiable de la lanoline renferme 25 % de 
cholesterol et 20 % d'm melange de deux sferols : le lanosttrol, & deux doubles 
liaisons, et Vagnosterol qui re presente I'une des diapes de la biosynthCse du 
cholesterol. 
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b* Les phytosterols 
Les plus r£pandus sont : 

• L'ergosterot, qui est le plus important des sterols dorigine vegetate 
Ddcouvert dans TErgot du seigfe, il a 6tt t depots* caracferis£ dais divers organises 
vdg^taux (levures, moisissures* algues) et animaux (escargot, ver de terre, peau 
humainc, etc.). 

Ii differs du cholesterol par la pn&sence d’une seeonde double liaison dans le 
noyau, en 7-8, et par la chaine laterals insaturee a 9 a tomes de carbone : 



G’est le prtorseur de la vitamins i> 2 (p. 253). 

* Le stigma$t£rol du Soja> le fticostdTol des algues b runes, Le zymosterol de la 
levure de bfere, etc. qui accompagnent I’ergosteroJ dans les diverges espices 
v^tales. 

3, LES DfiRIVfeS DES STEROLS 

a, Les acides biUaires 

En plus des sefe min^raux, la bile renferme environ 1 % de sell akaltns decides 
a structure sldrolique ; les ad des biliaires, qui represented les pnoduits les plus 
abondants du catabolisme du cholesterol. 

a) STRUCTURE 

Les acides d6nv£s du cholesterol ; acides chotique, cMttod^soxychoIlque, 
d£soxycholiqtte et liihocholique sont tons constitues par un noyau sterane porteur des 
deux groupemeuts mdthyle, d'une chamc latdrale de 5 alomes de carbone termite 
par un ctrboxyle et d’un hydroxyle en 3 sous la forme «. Ib different les uns des 
autres par la presence ou l 1 absence d’autres hydroxyle s en 7 et 12, toujour* en 
position a. 


HO^ 

n OH Aiide chftliqiM; 


>Dvricihted material 



“ J 



252 BIOCHIMIE STRUCTURALE 


Dans le foie ou ils sont syntheses, ces ackles sont ensuile conjugugs par 
amidification, principafement I la glycine et secondairenient k la taurine. Ces formes 
conjuguges hydrosolubles son! thirmn^es darts la bile i I’gtat de sels de sodium. 


+ H* N— CH 2 — COO' 
/ Glycmc 


R- S\S 


OOOH 


COMH— CHj— COO- 


R Glywocbolaie 


Antfc ctolaqoie 


4 HI N— CH,—CH r -50 3 
Taurine 


CONH-CH,-CH 2 -SOj 

TauiofhoJate 


p ) propriet£s 

Les acides bibaires sont fortement lensioactife, L’abatsscment de tension 
snperfieielle qui results de leur presence a de nombreuses consequences et 
applications. 

• Les sels hiliaires favorisent la digestion et ^absorption des Up ides en les 
gmulsionnant. Ils activent les lipases. La majeure partie d’entre eux est r£absorbge 
au niveau de Ihntestin et retourne au foie pour £tre de nouveau excrdtge (cycle 
entfiro hfipatique ) . 

• Les sels biliaires som h&molyswits mais la combination avec la sgrumalbu- 
mine (forme de transport) diminne cette action. 

• Les sels bUiaires out tin role armseptique vis-&-vi$ de certains gerroes, 

• La recherche de leur presence anormale dans Fume par la fleur de soufre est 

Implication directe de Faction stir la tension superficielle. 

Parmi les autres caractgristiques nous cite ro ns : le spectre d'absorption 
ultraviolet et la fluorescence bleue des solutions sulfoiiques d'acides biliaiies ; la 
reaction de Pettenkofer qui est une condensation des acides biUaires avec F hydroxy- 
mtthylhirfuraL prepare par action de Facide sulfurique pur sur le saccharose ou le 
fructose. Le produit obtenu presente une coloration rouge intense. 

b. Les calciferols on vita mines D 

Le groupe des viiamines D, antirachitiques, comprend deux substances 
nature I les abondantes darn Fmsaponifiabfe des huiles de foie de poissons, la vitamine 
D 2 ou ergocakifirol et la vitamine Dj ou choMcakifeml. 

Ces substances, qui nc sont pas de vgritablcs stgroJdes par suite de Fouverture 
du cycle B du noyau sforane, possedent trois doubles liaisons conjuguges. 

Les calciferols sont solubles dans les lipides (vit amines Hposoiubles) , Fgthanol 
et les solvants des lipides ; leurs solutions sont dextrogyres et absorbent dans 
F ultraviolet. Ils sont esfodfrables, ne pfocipitent pas par le digrtonoside, donnent une 
reaction de Liebermaim affaiblie et une coloration jaune orangg avec le trichloruie 
d’antimoine (reaction de Can et Price), 

La vitamine D z derive de l ergosterol a la suite d h une irradiation ultravtolette et 

d’une faible glgvation de temperature. Le prgcaJdfgfol est Fetape intermediate done 
r irradiation pent conduire h d‘autres stdrols f certains grant d'ailteurs toxiques. 
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Erpt^fol PrAcakifeiiH. Ergwakiferu! 

I Irradiation UV" 

LtunistfiruL TadiyslferuJI 

La vaamine £? 3 derive du 7-d£hydrochotest£ro] present dans la peau, L’ irradia- 
tion ultraviolette necessaire a la transformation en cholecaldferol peut etre realises 
par la lumkre solaire ; tfoil les bieofajts des cures sotaiies et des tfaitements 
ultraviolets pour le ractiitisnr>e. 



0* Les hormones slOroides 

La structure de ces hormones peut etre raltachee a ce!3e du cholesterol par 
amputation de ia chaine Iat6rale au niveau du carixure 17 ou 21 et par modification du 
nombre et de Laplace des doubles liaisons. Elies se repart issent en trols series d’apres 
le nombre d’atomes de carbone contenus dans la molecule et ehaque s^rie oonrespoid 
a un earbure sature syntMtique derive du noyau sterane. Ces carbures sont ; 
Ymtrane k 18 carbones* Yandusirane k 19 carboaes et le pregnane k 21 carbones. 

Les hormones steroides sont s6cret£es k la fois par le cortex des glandes 
surrenales, les glandes gdititaJes (follicules et corps j a tines pour fovaiie, glande 
interstitielk pour le testicule) et le placenta. Les unes ont plusieurs origines 
gland ulaires, les autres sont as&cz sp£cifiques d T une glandc Insolubles dans Lean, les 
$t£roide$ circuient dans le sang sous forme de complexes avec les Jipoproteines 
plasmatiques. Au niveau du foie et du rein les formes actives et les products de Icur 
catabolismc sont conjugu^s (sulfbconjugaison et glucuroconjugaison) puis eli minds 
dans i'urine. 
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Ges composes sont tres nombreux et nous limiterons notrc etude k un 
echantitlonnago dm principaux reprtsentants de chaque groupe, 

a) LES HORMONES STtROlDES A 18 ATOMES PE CARBONE 

Les steroides de ce groupe sont formas dbn noyau dans bquel le cycle 4 est 
benztaique et porte un hydroxyle phenolique en 3. Ce sont des phenotsteroides, 
solubles en milieu aba tin. 

Ex. : VtEsimiw (1), ou foUiculine, pone one function c4tone en 17* e’est un 
17-cdtostdmlde acide. 

L’ (Estradiol (1) et Vastriol (1) ne portent pas de fonction ectone- 



(Ettnnr 

Ces hormones dues astrogbnes determine nt les caracteres sexuels secondaires 
femelles et d^dettchent la proliferation de la muqueuse uterine durant la premiere 
phase (fcllicu laire ou asstrale) du cycle menstruel humain. 

Elies sont s£crd£es non seulement par le follicub ovarien mais aussi par le 
testicub, la corticosun^nale et le placenta, 

p) LES HORMONES STErOJDES A 19 ATOMES DE CARBONE 

Le noyau sterane porte eette fois deux groupe ments nbthyle et tr6s souvent 
une fonction c6tone en 17, Ce sont des H-citostimides neutres, toutefois la 
testosterone qui est la veritable hormone male fait exception. Sa forme d' excretion, 
r tmdmstfrone, trfes active, est par contre de ce type. 



Testosterone Aiidrusiirurw (5 ®) 


Ces hormones androgynes, sdcretdes par le testicule et la cortioo&urrtaale, 
oontroient ie developpement des caracteres sexuels secondaires males, ia maturation 
des spermatozoides et r activity des glandes g£nitales accessoires. 


(1) CfrS hormones serai encore arthafTSphl^W - estrone, cftnAo], qsirftri. 
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y) LES SlEflO/DES A 2i j4 TOMES DE CARBONE 

Elks posstden t une chains laterals a 2 a tomes de carbone en position 17 et sont 
reparties en deux sines selon lorigine , 

— Les hormones conkosurrermliennes, elles-m&mcs subdivides en : 

« Glycocorticoides* — Les- hormones de ce groupe ont une activity anti- 
inllatntnatoire et pravoquent rhyperglyc^nne. De plus dies acceldrem le eatabolisitie 
des grai&ses et la conversion des acides amines glycoformateurs en glycogene, 

Coniine earactdristiques structures de ce groupe il faut signaler la presence 
d'uue chaine a-citolique —CO — CbLOH en 17, d'atomes doxygene en 3 et 11 et 

d"une double liaison en 4-5 dans le cycle A. 

Em, : V hydrocortisone on cortisol, Ja cortkosterone et la cortisone qui est un 
produil du catabolisme : 


CHpH CH : OH 




CortiMM 


* MinimhKortJcoides. — Les mineral oco rt icoid es assurent la regulation du 
mdta bolls me des electrolytes. Leur structure est voisine de celle des glycc«X)rticoides- 
Ex. : La d£soxy-l I -corticosterone et V aldosterone ou eteclrocortine beaucoup 
plus active. 


CHjOH 



CHjOH 

Lo 



Ksojsy-3 S -cqrticoslinHie 


— Les hormones ovariennes dites encore luteiniques ou gestagenes sont 
sictities par les corps jauncs ovariens. 

La principale hormone de ce groupe est la progesterone dirivec du cholesterol 
et elle-meme prdcurseur des corticoides , des androgenes et indirectement des 
tEstrogcncs. 
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2. LES V IT AMINES K 

* Lei vitamines K (vitamines de coagulation), d origine v^getale, ont uise 
structure naphloquinoniquc substitute par une ehaine lattrale isoprtnique, plus ou 
moms longue et plus ou moins saturde, La vitamine K l est encore appelde 

phylloquinone. 



fvaphl(jqui™«c 
Viisftinc K 


3 + LE CO ENZYME Q OU UBIQUINONE 

Cert un transporters d ’electro ns de la chalne resptratoire, (torn la longue 
ehaine hydrophobe est constitute den - 10 iinitto isoprtniqucs chcz les maitimifCres. 


o 



o 


U biquinorvr 


Chez les planted la chaine respiratoire contient aussi un transporteur d ‘elec- 
trons liposublc. appelt phstiqumonc qui est de structure semblable a Fubiqu indite. 


Les associations moleculaires 
lipolipidiques et lipoproteiques 


Les Hpides sont en majeure partie hydrophobes, I'eau solvant ne pent interagir 
qu’avec lei pdles hydrophiles des mol£cule$- 

Lei lipides eeliulaires et les liptdes cireulants sont g^ndraJement assoc i£s a des 


av riant 
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Les molecules distributes k la surface som : 

— les apoproteines dont les parties hydrophiles sont orientees vers 1'extdrieur 
et les parties hydrophobes vers le centre ; 

— le cholesterol litre dont rhydroxyle est toume vers la surface et la partie 
hydrophobe de In molecule vers Je noyau ; 

— les phospholipides, qui presentent leurs poles hydrophiles vers Fexttrieur et 
leurs chalnes hydrophobes vers I'inttrieur 

Le noyau est constitute des triglycerides, du cholesterol esterifit et des lipides 
isoprtmques. 

4. ROLE DES LIPOPRCtrtlNES 

Les lipoproteines reprtsentent la senle forme de transport des lipides de 
Forganisme. 

Les chylomicrons apparaissent dans le sCrum en periode de digestion, riches en 
triglycerides, ils sont dus k 1' absorption intestinale des graisses. 

Les VLDL assn rent le transport des lipides, s art out des triglycerides vers les 

tissus. 

Les LDL charges en cholesterol p6nfetrent dans les cellules, 

Les HDL drainent le cholesterol des tissus vers le foie oil il est elimine. 


IL LES MEMBRANES BIOLOGIQUES 


La bicouche Hpidique, dont I ’existence a ete evoquee aux pages 236 et 237, est 
la structure de base universelJe exislant dans toutes les membranes. 

Elle est constitute de deux couches lipidiques fluides formbes de lipides 
polaires et de cholesterol (chez les Eucaryotes) dans lesqueilcs et sur lesquelks sont 
assockes des proteines. 




Figure IS Structure scfaeniatique fo la membrane : 
b ; bicouche GpitUquc, i : proteincs intrinsiques, « : pro (Sines extrimfeques. 
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Quand les protEines sont forte me nt imbnquees dans la bicouche, on les appelle 
intrinsEques, qiiand elles y sont aeeolEes on les qualific dkxtrin&Eqties. 

La nature des liaisons assurant la stability de l’ensemble varie selon le site : les 
groupements poiaires des protEines sont assodls aux poles hydtophiies des molecules 
de la bicouche lipidique par des liaisons Electrostal iqucs, en revanche les gruupe- 
merits apoiaires des protEines sont associes aux queues hydrophobes des lipides par 
des interactions hydrophobes et des liaisons de Van der Waals. 

Les lipides de la bicouche n'ont pas seulement un role structural mais peuvenl 
sntervenir dans le metabolisms en cEdant des addes gras libErEs par des phospholipa- 
ses. 


Uraupcmcnts 
pdiHro 
de 1 ;l protSuw 


Groupements 

hydrophotoes 



Figure 7.M Liaisuns Upidet-protEines- 


Mdthodes d’analyse des lipides 


I. L’EXTRACTION DES LIPIDES 


LVj fraction des lipides de la mature vivante est genEraLement rEalisEe par un 
mElange de solvants associant l 1 action solvante de Tun (Ether, chloroforme t mEthylal) 
a l’aetion dissociante de I’autre (m£thanoL Ethanol, aedtone). Le materiel I traitor est 
dehydrate on lyophilisE et rEdoit en fines particules. L'opEration peut etre conduite 
i froid ou I chaud, par simple contact, en ampoules k dEcanter, ou par multiples 
contacts, A Faide d’extracteurs du type Soxhlet on Kumagawa, 

La purification de F extrait brut par dissolution selective permet d’Elimlner les 
sels minEraux, tes oses, les acides ammEs, etc., qui out EtE entrainEs. Cette separation 
est delicate, ou bien elk est incomplete, ou bien elle s’aoeompagne de la pertc d’une 
partie des lipides. L'extrait lipidique total ainsi obtenu pent servir, aprEs evaporation 
des solvants, au dosage pondEral. 


i 
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n, LE FRACTIONNEMENT DES LIPIDES 


• Le fractioaoement bas£ sur les differences de solubility donne fr^quemment 
des rtsultats imp&rfaits par suite de ph£nom£nes de solubilisation r^ciproque trts 
importants. Far exemple, les phosphatides insolubles dans I' ace lone son! partielle- 
ment solubles dans une solution acetonique de glycerides, La technique* adaptde k 
diaque c as particuher, est g£neralement longue et laborieuse et les r£sultats non 
quantitatifs. 

Schematiquement , cn traitant un cxtrait lipidique total successivement par k 
chloroforme . l’acdtone, Father et I'dthanol, on pent le sparer en plusieurs fractions : 

— lipides ace tono solubles (glycerides, strides, cdrides, acides et alcools gras, 
sterols* carbures) ; 

— lipides solubles dans Father et 1’ethanol (Jecithines) ; 

— lipides solubles dans Iktber mais insolubles dans Fdthanol (c^pfealines* 
inositides, etc.) ; 

— lipides insolubles dans Father (sphingoirtyelines* c£r£bro$ides, gangliosides). 

Extraction et fraetionnemenl peuvent etre realises en un seul temps I Faide 

d’une succession de solvants. 

* Le fractionnement chromatographique sur papier, sur couche mince ou sur 
coionne de gel de silice donne de meilleuis rdsultats mais ne permet pas de frailer des 
quantity try importantes d'extrait : dV>fli la raretd des lipides purs T correspondant k 
une seule esp&ce chimique . 

La chromatographic liquide haute performance (HPLC) et Futilisatton de 
phases stationnaires reverses out accrn le pouvoir de resolution d’une separation 
chromatographique de lipides. 


IU. L’ ANALYSE DES LIPIDES 


* L’anaiyse das glycerides peuf etre realisee par determination des diffe rents 
indices, d’acide, de saponification, d'iode, de peroxydes, etc. qui fournissent des 
renseignements partiels sur la composition en acides gras. 

* L’anaiyse d'un extndl lipidique ikeessite une saponification permettant de 
sparer : rinsaponifiablc insoluble dans Feau en milieu alcalin mais soluble dans 
Fether et Fether de pet role, les acides gras solubles dans Feau en milieu alcalin 
(savons) mais insolubles cn milieu acidc et extractibles par Father et la fraction 
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hydrosoluble qui peut contenir dii glycerol, des amino-afaools, de Facide phosphori- 
que, etc. 

Le fractioiuiement des acidcs gras est de nos jours realise par chromatographic 
stir papier, par chromatographic en phase gazeuse et en HPLC, La chromatographLe 
en phase gazeuse appliquee aux acides gras ou a lews esters mdthyliques permit 
d'analyser quant itatjvement, et avee precision, des melanges tr&s complexes. 

L’analyse de I’insaponlfiable et de la fraction hydrosoluble met en jeu des 
m^thodes particulteres (dosage dn cholesterol, dosage du glyceroh dosage de la 
choline,, etc.). 

Enftn le dosage de i’azote et du phosphore est solvent utilise pour determiner 
la position system atique d un lipide complexe d'npres revaluation du rapport 
N/P. 
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BIOSCIENCES ET TECHNIQUES 


Biochimie 

structural? 


Get ouvrage s'adresse aux etudiants 
du premier cycle universitaire : GTS, 
DUX DEUC-, amsi, it abc ?rde le$ 
structures et Ees proprietes physico- 
chimiquos des molecules rencon- 
trees en biochimie^ de fagon a 
favoriser ensuite la compre- 




hension de leur role biolpgique 
de constituent de la mati&re 
vivante ou de eatalyseur des 


reactions du metabolism?. 

F^r ailleurs, les auteurs insistent 
sur I as pmprieles qui intervieonent 
dans I 'analyse biochi mique : dosage, 
separation et caracterisation, Ce qui 
rend ce livre parti culierement utile 
aux etudiants preparant on dipl&me 
technobgique. 




